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Introduction générale

Depuis le début des années 1980, associées au préfixe nano, de nouvelles disciplines de
recherche ont pris un essor important. Le nanomeétre, renvoie a une grandeur qui est voisine de
la distance entre deux atomes dans un solide (quelques dixiémes de nanométre). La
fabrication d’objets aussi petits a ouvert un champ tres vaste a I’investigation scientifique. Les
nanoparticules sont des édifices formés de quelques dizaines a quelques milliers ou dizaines
de milliers d’atomes, qui constituent des états intermédiaires de la matiere, entre la molécule
et le solide massif. Dans ce domaine ou la portée des interactions est supérieure ou égale a la
taille des objets, caractérisé de plus par un grand rapport surface/volume, les objets présentent
des structures atomiques et électroniques originales associées a des propriétés uniques, qui
peuvent dépendre de leur taille et a leur forme. Leur champ d’application est par conséquent
trés vaste : capteurs optiques, nanoélectronique, marqueurs chimiques et biologiques,
catalyse... Parallelement, le développement des nanotechnologies a permis d’observer et

d’étudier ces petits objets afin de mieux comprendre leurs propriétés.

Or, les nanoparticules présentent I’inconvénient majeur de s’agréger lorsqu’elles sont en
solution, du fait des interactions de types Van der Waals qui existent entre elles. La taille des
agrégats n’est plus controlée et elles perdent alors leurs propriétés. Pour empécher
I’agglomération des nanoparticules, la présence d’un agent stabilisant localisé a leur surface
est nécessaire. De plus, I'utilisation de produits non toxiques, de solvants bénins pour
I’environnement, et de matériel recyclable reste a développer. Dans ce contexte, nous
cherchons a développer de nouvelles stratégies de stabilisation de nanoparticules dans I’eau,
en évitant de former des interactions covalentes entre le stabilisant et la surface des
nanoparticules qui risqueraient d’inhiber ses propriétés. Il s’agit d’utiliser des copolymeres
tensioactifs, capable de s’auto-organiser autour des nanoparticules. Afin de mieux
comprendre I’effet de la taille et de la structure des agents stabilisants sur la stabilité, on a
procédé de la facon suivante : tout d’abord on a synthétisé les nanoparticules dans I’eau,
ensuite le stabilisant a été ajouté.

Le premier chapitre de ce manuscrit, consacré a une mise au point bibliographique sur les
nanoparticules et leurs champs d’applications, en plus décrira les méthodes de stabilisation et

plus particulierement en solution aqueuse.
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L’étude de la stabilisation de nanoparticules d’or dans I’eau a haute force ionique par des
copolymeéres a blocs neutres sera décrite dans le second chapitre. 1l est bien connu dans la
littérature que l'incorporation de polyethyléneglycol (PEG) a la surface des nanomatériaux
possede un intérét particulier pour la biocompatibilite. Deux familles de polymeres
amphiphiles commerciaux a base de polyoxyéthyléne (PEO) et polyoxypropylene (PPO) ont
été utilisées : les triblocs PEO-PPO-PEO (Pluronics®) et les diblocs PEO-PPO. L’influence
de I’architecture moléculaire des triblocs a des concentrations toujours inférieures a la
Concentration Micellaire Critiqgue (CMC), sur la stabilité des nanoparticules préalablement
formées sera en particulier détaillée. Les nanoparticules d’or, possédent une bande
d’absorption intense dans le visible « la bande de résonnance plasmon » qui a permis de

suivre leur état d’agrégation et la stabilite.

Dans le troisieme chapitre, la caractérisation des systémes polymeres/nanoparticules sera
étudiée en détail, ceci par plusieurs techniques physico-chimiques : la diffusion dynamique de
la lumiére, la diffusion de neutrons aux petits angles, la z&tamétrie, et par des techniques de
microscopie électronique a transmission (MET et Cryo-MET). Ces études ont permis de
montrer que les copolymeres s’adsorbent a la surface des nanoparticules en formant de gros

agrégats, méme en I’absence de micelle en solution (C<CMC).

Enfin, dans le quatrieme chapitre une étude de toxicité des différents systemes
triblocs/nanoparticules et diblocs/nanoparticule a été effectuée sur un modeéle de cellules : les
fibroblastes de CHO «chinese hamster ovary». L’internalisation des nanoparticules a

I’intérieur des cellules a été observe par MET sur des coupes tres fines de cellules.

Ce mémoire se terminera par une conclusion générale résumant les faits marquants de ce

travail et développera les perspectives de ces recherches.
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. Introduction

Dans cette theése, on va s’intéresser a la dispersion de nanoparticules dans I’eau. Dans ces
dispersions, appelées dispersions colloidales, au contraire des suspensions (particules de taille
> 1um), les mouvements Browniens dus a 1’agitation thermique ont un effet plus important

que la sédimentation provoquée par la gravité.

Tout d’abord, nous allons décrire les propriétés des nanoparticules, et leurs différentes
applications surtout en biologie. Ensuite, nous discuterons les différents phénoménes
intervenant dans la stabilité colloidale des dispersions. Enfin, les différentes stratégies de
stabilisation de nanoparticules dans 1’eau seront développées, ainsi que les différents

composés couramment utilisés pour la stabilisation.

A la fin de ce chapitre, nous décrirons briévement notre propre stratégie de stabilisation, qui

se base sur 1’adsorption de copolymeres a blocs amphiphiles.

Il. Propriétés des nanoparticules

L’intérét des nanoparticules réside dans les propriétés uniques que leur confere leur petite
taille. Par exemple, dans le cas des particules métalliques et semi-conductrices,' deux types

d’effets se manifestent :

- les effets de surface
- les effets quantiques de taille

Dans la suite nous allons présenter ces deux effets et décrire les propriétés originales et les

applications qui en découlent.

I1-1. Les effets de surface

Pour les nanoparticules le rapport surface/volume est trés grand. Ainsi pour une
nanoparticule constituée d’environ 1000 atomes diamétre environ 2-3 nm, la moitié¢ des
atomes sont en surface. L’addition d’un ou de quelques atomes a la surface d’un si petit
agrégat modifie sensiblement la symétrie globale, le nombre de coordination moyen, et en

conséquence le potentiel d’ionisation, la stabilité vis-a-vis de la fragmentation etc. ..’

Dans les systémes de nanoparticules dispersées, 1’aire totale de I’interface devient énorme (de
I’ordre de 100 m*/g de matiére dispersée). Considérons par exemple, des nanoparticules de
diamétre d = 100 nm, dispersées dans un volume de solvant V=1 L, a la fraction volumique

¢ =0,1. L’aire totale de I’interface vaut alors :

9
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A = Nyd® = 6Ve/d= 6000 m* 1.1

soit 1’aire approximative d’un terrain de foot. Ceci indique I’importance des effets de surface

dans les systémes colloidaux.

Dans le cas des nanoparticules de métaux nobles ces effets de surfaces prennent une
importance particuliére. En effet, il existe une absorbance due au Plasmon de surface
(oscillations collectives des électrons) qui est a ’origine de la couleur rouge de la solution
colloidale d’or, cette propriété est utilisée pour suivre la stabilité au cours de cette these et

sera détaillée dans le chapitre II.

I1-2. Les effets quantiques de taille

11-2.1. Modifications des niveaux électroniques

Les effets quantiques de taille sont dus au confinement des électrons et de toutes les
excitations élémentaires d’un solide (phonon, plasmon...) dans un volume réduit.® Par
exemple, si une particule métallique ayant les propriétés de 1’état massif est réduite a quelques
centaines ou quelques dizaines d’atomes, la densité des états dans les bandes de conduction et
de valence diminue, et les propriétés électroniques (conductivité, magnétisme, plasmon...)
changent radicalement. Le continuum d’états est remplacé par des niveaux quantifiés en
fonction de la taille. Les propriétés ne sont plus celle du métal a 1’état massif, mais ne sont pas
encore celle d’un atome ou d’une petite molécule.* La Figure I. 1 montre les niveaux

énergétiques des nanoparticules entre I’atome, la molécule et I’état solide massif.

Ainwne BMeléculs Nawnpariiculs Solde
Ensrgis y
. — Bandesde
* — conduction
p I ]
L | i ]
. ql i
" r— Bazdesinerdite
i . =g
- — Bazlesde
! ‘A = Valence
s —
Nombre d’atemes

Figure 1. 1 : Niveaux d’énergie électroniques montrant les nanoparticules entre la molécule
et le solide massif.
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11-2.2. Exemple du cas des quantum dots

Les nanoparticules de semi-conducteurs, les quantum dots (QDs), possédent un band-gap
dépendant de leur taille.” Si le nanocrystal est excité optiquement, les transporteurs de charges
peuvent passer a un niveau d’énergie supérieur. Le retour a I’état fondamental est responsable
de la fluorescence des QDs. Plus petit est le nanocrystal, plus I'espacement entre les niveaux
d'énergie est grand, et par conséquent plus la longueur d'onde de la fluorescence est courte.
Par exemple, les nanoparticules de CdSe de diamétre ~ 2,5 nm possedent une fluorescence
verte, tandis que les nanoparticules de CdSe de diamétre ~ 7 nm sont fluorescentes dans le
rouge.’ Le contréle de la taille et de la composition au cours de la synthése permet d’obtenir

fondamentalement toutes les couleurs de fluorescence du visible au proche infrarouge.”

a) b)
S‘ 21 nm 3.2 nm 7.5nm
3
Q
Q
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Q
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Figure 1. 2 : (a) Spectres d’émission de Quantum Dots de CdSe’ (b) ODs de CdSe dispersés
dans ['hexane et excité par une lampe UV. Les diametres et les couleurs d’émission vont de 2
nm (bleu) a 8 nm (rouge) de gauche a droite. (blogs.msdn.com)

11-3. Champs d’applications

Ces propriétés particulieres des nano-objets sont utilisées dans de vastes domaines tels que la
physique, la catalyse ou encore la biologie. Dans la suite nous allons décrire certaines de ces

applications.

11-3.1. Applications physiques

Il n’y a pas pour l’instant de produits commercialisés basés sur les propriétés physiques
spécifiques des nanoparticules. Mais la recherche est toujours en développement afin
d’atteindre ce but. Ici sont donnés quelques exemples d’utilisations des nanoparticules en

physique.

11
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Les nanoparticules sont utilisées en électronique, car la réduction des dimensions
caractéristiques des composants améliore a la fois la densité d’intégration et la rapidité des
circuits.'” On les trouve par exemple dans les transistors a un électron fondé sur le transfert
contrdlable d’électrons entre ilots conducteurs.'''* Dans les MOSFET (Metal Oxide Semi-
conducteur Field Effect Transistor), la réduction en taille grace aux progres de la
lithographie, fait que dans les circuits intégrés, on peut augmenter fortement le nombre de
transistors par circuit."” '® Sargentis et al ont étudié les caractéristiques électriques des
mémoires MOS dans lesquelles ils ont inséré des nanoparticules métalliques de platine. Ils
ont montré que le processus d’écriture a lieu a de faibles champs électriques, ce qui peut étre
prometteur pour la fabrication de mémoires MOSFET de grande vitesse, et a faible
consommation d’énergie.!” Kolliopoulou et al ont rapporté récemment la fabrication de
dispositifs de mémoire non volatile programmable et effacable électriquement en lecture
seule EPROM (Erasable Programmable Read Only Memory),'®*' dans lesquels sont utilisés
des cristaux nanométriques semi-conducteurs ou métalliques comme éléments de stockage de

charges.

Enfin, la résonnance plasmon de surface des nanomatériaux métalliques leurs permet d’étre
utilisés dans de nombreuses applications, et sera décrite plus en détail plus loin dans ce

manuscrit (chapitre 2).

11-3.2. Applications en catalyse

Les nanoparticules (clusters ou colloides) sont utilisées comme catalyseur,*” car ils offrent une
haute activité et une sélectivité dépendantes de leur taille et de leur forme.* *** ** Lorsque
I’identité exacte des atomes de surface (métal et ligand) est bien connue, les colloides sont
nommés «clusters ».”> Parmi les nombreuses réactions catalysées par des
nanoparticules—clusters ou  colloides citons par exemple, [’hydrogénation,®”
I’hydrosilylation,**>* I’oxydation de CO et du mélange CO/Hz’34 I’acétoxylation oxydative,
les couplages de Mc Murry,*® Suzuki,’’>’ et Heck,"*** la cycloaddition [3+2] ** *... Ces
réactions ont été catalysées soit par des nanoclusters déposés sur un support hétérogene, soit
sous forme dispersée en solution. Dans ce dernier cas, il est important que les nanoparticules
puissent €tre séparées du mélange réactionnel et bien redispersées tout en conservant leurs

propriétés catalytiques.®’

La recherche se focalise sur le développement de réactions catalytiques dans 1’eau, pour des

raisons environnementales.” * A ce propos il s’agit soit de transférer les nanoparticules a

12
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partir du solvant de synthése (souvent organique) dans 1’eau, soit de synthétiser les

nanoparticules directement dans I’eau.

11-3.3. Applications en biologie

L’utilisation des nanoparticules a I’interface avec la biologie est assez importante. En effet,
les dimensions des nanoparticules favorisent 1’interaction avec les milieux biologiques, qui
sont par essence constitués d’unités nanométriques ou d’assemblages de telles unités au sein
d’une cellule. Un des réves des nanotechnologies est certainement de développer des outils et
des machines permettant d'observer et de manipuler des structures biologiques a 1’échelle
nanométrique, dans le but de résoudre les problémes biologiques et/ou médicaux.***’ La
recherche sur les nanocristaux colloidaux est passée ces derni¢res années de la recherche

fondamentale aux applications dans la science de vivant.’® Ces applications utilisent les

6,9, 52, 53 54, 55

propriétés de la nanophotonique,’’ la fluorescence, ou encore le magnétisme...
Mais comme les processus biologiques sont typiquement situés dans un environnement
aqueux, la surface des nanoparticules doit étre rendue hydrophile. Le plus souvent les
nanoparticules doivent étre également conjuguées par des biomolécules.”® De plus, elles
doivent étre stables en présence de tous les constituants du milieu biologique (protéines, sels,
pH neutre...).

On va décrire par la suite I'utilisation des propriétés des nanoparticules (semiconductrices,

métalliques ou d’oxyde métallique) dans trois vastes domaines de la biologie : le marquage

cellulaire pour I’imagerie, la détection de biomolécules, et la thérapie.

11-3.3.a) Margquage cellulaire et imagerie

Le marquage par fluorescence des compartiments spécifiques dans les cellules est une
méthode largement répandue en biologie. Elle permet de visualiser les unités structurelles, qui
en raison d'un manque de contraste ou de résolution, ne peuvent étre distinguées par une
simple image microscopique. L’idée est d’établir une liaison chimique entre une sonde

57-59

fluorescente et des molécules réceptrices (anticorps,60 avidine, streptavidine, ADN...), qui

se lient spécifiquement et sélectivement au compartiment cellulaire désiré.

Les nanoparticules semi-conductrices, métalliques, ou d’oxydes métalliques magnétiques sont
trés souvent utilisées pour remplacer les sondes fluorophores organiques comme marqueurs
. . . . 61- , c s
pour ’imagerie en biologie.’® Dans ce paragraphe on développera les propriétés et les

exemples d’utilisation des nanoparticules de semi-conducteur (Quantum Dots), des
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nanoparticules magnétiques (oxyde métallique), et des nanoparticules métalliques, ainsi que la
combinaison de leurs propriétés magnétique et optique, pour 1’utilisation comme marqueurs

et/ou agents de contraste en biologie.

(1) Quantum Dots

Les quantum dots ont de remarquables propriétés de fluorescence, utilisables pour 1’imagerie
biomédicale. En 1998, deux groupes, 1'un dirigé par Alivisatos (UC Berkeley), et un autre
conduit par Nie (Universit¢ de 1'Indiana) ont démontré en méme temps que les QDs
pouvaient étre dispersés dans 1'eau, et conjugués avec des molécules biologiques. C’est alors
que les premicres grandes applications de QDs comme marqueurs en biologie ont été

développées. Les deux premiers exemples reportés sont les suivants :

- le marquage multicolore de fibroblastes de souris, ou des QDs rouges ont ét¢ modifiés pour
marquer sélectivement les filaments cytosquelletiques, et des QDs verts fonctionnalisés pour

la reconnaissance sélective du noyau de la cellule (Figure 1. 3).°

- Dinternalisation par endocytose de QDs fonctonnalisés avec de la transferrine dans des

cellules vivantes.®* La transferrine est une protéine qui permet le transport du fer.

Figure 1. 3 : Coupe transversale d'un échantillon de fibroblastes-3T3 de souris incubés avec
des QDs rouges et verts fonctionnalisés pour marquer respectivement le cytosquelette et le
noyau, examiné avec un microscope confocal a balayage. L’image a été obtenue avec une
excitation d 363 nm et une détection simultanée a deux canaux. Largeur de l'image : 84 mm.’

Ces nanoparticules, comparées a des sondes organiques fluorescentes,” offrent des
rendements quantiques plus élevés, ainsi qu’une meilleure résistance chimique et
photochimique (photoblanchiment).”> °® Au contraire des fluorophores organiques standards,

elles possedent une large absorption, et des spectres d’émissions étroits et symétriques. Une
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longueur d’onde unique peut donc exciter simultanément des QDs émettant des couleurs
différentes. Toutes ces propriétés ont permis un développement rapide des QDs comme

6,67-81

marqueurs pour l’imagerie en biologie et en médecine. En particulier, les QDs

permettent d’effectuer de I'imagerie dans I'environnement cellulaire sur des temps longs grace

\ 1o, 82 . .. . , ;1 4. .
a leur photostabilité.*> ¥ L’imagerie in vivo est également réalisable avec des QDs,*™ qui

peuvent émettre dans le proche infrarouge ot I’absorption par les tissus est minimale.®’” **2
On citera également I’imagerie profonde en temps réel, dans laquelle des QDs sont détectés

dans les vaisseaux capillaires a partir de la peau.®””"*?

Lorsque leur structure est allongée (nanobatonnets, nanofils et nanotubes...), les nanocristaux
offrent des propriétés uniques, qui les rendent plus efficaces que les particules sphériques
pour certaines applications biologiques.”” °**> Par exemple, les nanobatonnets ou quantum
rods (QRs) offrent une absorption plus intense, une desexcitation radiative plus rapide, et
émettent en fluorescence de la lumiére polarisée linéairement.”®*® Ainsi Fu et al ont comparé
I’efficacité, pour le marquage cellulaire, des QRs et des QDs CdS/ZnS core/shell, sur des
cellules cancéreuses du sein humain (Figure 1. 4). Ils ont montré que les QRs offrent une

sensibilité et une luminosité plus avantageuses pour la microscopie de fluorescence.”

Figure 1. 4 : (a) et (b) Images par microscopie de fluorescence de suspensions de QR (a) et
OD (b), montrant que les QRs sont plus brillantes que les QDs. c¢) Immunofluorescence des
cellules de cancer du sein marquées avec des QRs.”

(2) Nanoparticules magnétigues

100

Les nanoparticules magnétiques sont trés souvent utilisées en biologie. ™ Elles sont de bons

101, 102

candidats pour le marquage et la séparation de cellules. Les cellules marquées sont
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détectées par Imagerie de Résonance Magnétique (IRM).'* %

105-107

Dans cette technique les
nanoparticules servent d’agent de contraste, car elles permettent de modifier les temps
de relaxation T; et/ou T, des protons (T;, (temps de relaxation longitudinal », est une
propriété du matériau et décrit la restitution de 1’énergie a 1’environnement ; T, temps de
relaxation transverse », décrit le transfert d’énergie entre les protons adjacents). Les
nanoparticules les plus utilisées comme agent de contraste sont les nanoparticules
superparamagnétiques d’oxyde de fer.'® '®® Ce sont des agents de contraste T,, qui donnent

des images plus sombres des régions d'intérét (contraste négatif).'””

Wang et al ont montré
que le fait d’utiliser des nanoparticules d’environ 20 nm constituées d'oxyde de fer
monocristallin et revétues d’or permet une amélioration importante du contraste en IRM. Ils
ont injecté dans la meelle épiniere de rats anesthésiés des cellules souches isolées a partir de la
meelle épiniere d'un rat adulte et marquées par les particules. Ces cellules ont été suivies par
IRM a1 h, 48 h et 1 mois apres l'injection, démontrant que ce type de particules constitue un
marqueur efficace pour le suivi de cellules transplantées in vivo.''’ Trés récemment, Na et al
ont décrit un nouvel agent de contraste « positif » T; pour I’IRM constitu¢ de nanoparticules
d’oxyde de manganése.'”’ Ces derniéres ont été facilement fonctionnalisées, puis testées
comme agent de contraste in vitro et in vivo. Elles ne présentent pas les artefacts observés en

IRM avec les agents de contraste T, a base de nanoparticules superparamagnétique d’oxyde

de fer.

(3) Nanoparticules métalliques

Les nanoparticules de métaux nobles, surtout or et argent, possédent une forte bande
d’absorption due a la résonnance de plasmon de surface (SPR). Elles possédent également un
trés haut pouvoir de diffusion de lumicre, comme cela a ¢té signalé pour la premicre fois par
Yguerabide et al."'"" ''? On peut facilement synthétiser des nanoparticules d’or (40-160 nm)
qui diffusent de la lumiere bleue, verte, jaune, orange ou rouge. Ces nanoparticules peuvent
donc étre utilisées comme des analogues de fluorescence dans des tests biologiques.''' ™!
Elles offrent certains avantages par rapport au QDs tels que : une section efficace plus large
(forte absorption optique), une résistance compléte au photoblanchiment, des matériaux
constituants non-toxiques, et une fonctionnalisation avec des biomolécules plus facile. Ces
propriétés leur conférent un fort potentiel comme marqueur et/ou agent de contraste optique

. . . I 114-12
pour I’imagerie de biomolécules. 3

Par exemple Sokolov et al ont utilis¢ des
nanoparticules d’or (~ 12 nm) fonctionnalisées avec des anticorps monoclonaux anti-EFGR

pour l'imagerie du cancer des cellules épithéliales du col de l'utérus, en utilisant un
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microscope a balayage confocal de réflectance, avec un laser a 647 nm pour exciter les SPR
des nanoparticules. La diffusion par les nanoparticules marquant les cellules est clairement

114 . A .
Une autre technique extrémement simple et non

observée en clair sur un fond sombre.
couteuse, basée sur 'utilisation de nanoparticules d’or (~ 35 nm) comme agent de contraste
optique est la microscopie a champ sombre.''® Suite & I’excitation par la lumiére blanche,
seule la longueur d’onde de la lumicre correspondant a la SPR maximale des nanoparticules
d’or est diffusée intensément, d'ou une image de nanoparticules colorées sur un fond sombre
(Figure 1. 5)."'® Cette technique peut étre combinée a la spectrométrie de microabsorption, qui
montre une modification du spectre d’absorption lorsque I’environnement diélectrique local
des nanoparticules se trouve modifié. Ainsi le spectre d’absorbance est déplacé vers le rouge
(~ 9 nm) lorsque les nanoparticules sont adsorbées sur les surfaces des cellules cibles, ce qui
permet de les distinguer des nanoparticules isolées. Ces deux techniques ont permis de

. ppor . . ’ . . 118
différentier et de quantifier des cellules cancéreuses parmi des cellules non cancéreuses. ™ Le

contraste optique peut étre amélioré si des nanoparticules hybrides constituées d’un cceur

superparamagnétique d’oxyde de fer entouré d’une couche d’or sont utilisées comme agent de
4

12
contraste.

r

Figure 1. 5 : Images de la lumiére diffusée par les nanoparticules/anti-EFGR en présence des
cellules non cancereuse (a), et des cellules cancéreuse (b).”8

Par ailleurs, la bande d’absorption SPR des nanostructures d’or et d’argent peut étre modulée
du visible au proche infrarouge en variant leurs parameétres géométriques (taille, forme...), ce

125-132 A
>132 par exemple, les nanobatonnets des

qui étend leurs applications en imagerie médicale.
métaux nobles montrent une deuxieme bande d’absorption dans la région du proche

infrarouge, qui est une fenétre transparente pour les tissus biologiques. En outre, les
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nanobatdnnets d'or amplifiraient la diffusion Raman de molécules adsorbées a leur surface.
Récemment, Oyelere et al'”® ont montré par microscopie 4 champ sombre que des
nanobatonnets d’or conjugués a un peptide et incubés avec des cellules épithéliales bénignes
et cancéreuses sont situés a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau des cellules. En méme
temps, par spectroscopie Raman, ils ont observé un renforcement du signal induit par les
nanobatonnets d’or, non seulement du peptide fonctionnalisant les nanobatonnets, mais aussi
d’autres molécules du cytoplasme et du noyau. Ce travail représente une étape importante

vers l'imagerie et les biocapteurs intracellulaires a base de spectroscopie Raman.

(4) Double modalité

Le développement d’agents de contraste a double modalité pour combiner les imageries IRM
et optiques présente un intérét considérable.'”*'* En effet, l'imagerie par résonance
magnétique est performante pour la tomographie et l'imagerie 3-D des nanostructures
biologiques et des processus cellulaires in-vitro et in-vivo,"° car elle donne des images a
haute résolution spatiale. L’imagerie optique quant a elle, est assez sensible a I’environnement
moléculaire autour des nanoparticules.’” *7 Souvent, il s’agit d’incorporer des cceurs
luminescents et des ions paramagnétiques au sein d’une méme particule.”*® Ainsi Mulder et al
ont enrobé des QDs par des lipides paramagnétiques pégylés pour obtenir des nanoparticules a

caractére bimodal détectables par fluorescence et IRM.'*’

On peut aussi, a I’inverse, enrober
des particules magnétiques de fluorophores organiques. Par exemple, en fonctionnalisant des
nanoparticules superparamagnétiques d'oxyde de fer avec 1’indocyanine Cy5.5 fluorescente
dans le proche infrarouge. Des nanoparticules hybrides d’oxyde de fer enrobées d’or ont

permis de combiner 4 la fois I’imagerie optique, I'IRM, et la thérapie photothermique.'*

11-3.3.b)  Utilisation comme détecteurs de biomoléecules

Les nanoparticules sont trés souvent utilisées en biologie pour le diagnostic, via la détection
de traces d’analytes,'*! de bactéries,’” et de biomolécules dans les échantillons biologiques.'**
Plusieurs types de détections peuvent avoir lieu selon la nature des particules. Citons par

exemple les détections optique, électrochimique, électrique et magnétique.'*
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@ @
A AB
A AN
?]}V g—> —> | Signal
) cible
Figure 1. 6: Schéma général de ['utilisation des nanoparticules comme détecteurs de

biomolécules (B). La reconnaissance entre A et B est détectée par une modification du signal
(optique, électrochimique, ou magnétique) due au changement des propriétés des
nanoparticules.

a) Détection optique

Les propriétés de fluorescence particuliéres des nanoparticules semiconductrices permettent
I’élaboration de détecteurs optiques de petites molécules, de protéines,’” '** de I’hybridation
de P’ADN."* ' Elles sont aussi utilisées pour évaluer les complémentarités protéine-ligand,

e, . . . 146
ou encore I’activité de tests immunologiques enzymatiques.

Par ailleurs, les QDs peuvent effectuer un transfert d’énergie non radiative vers des molécules
acceptrices par FRET (Fluorescent Resonnance Energy Transfer).'* " ¥ Ceci permet
d’amplifier la fluorescence des fluorophores adsorbés sur les QDs ainsi que de détecter
d’éventuelles modifications de leur environnement. Par exemple, si des nanoparticules
CdS/ZnS fonctionnalisées avec de I’albumine biotinylée sont mises en présence de
stréptavidine modifiée par un fluorophore (tetramethylrhodamine), on observe une

: . 14
augmentation du signal de fluorescence.'*’

150-152

Une autre application est I’encodage optique et la détection multiplexée, pour I’analyse

152 1151

a haut débit des genes, des protéines et des librairies chimiques. Ainsi Han “* et Rosentha
ont décrit I’utilisation de QDs pour I’identification de différentes séquences d’ADN dans un
mélange. Il s’agit d’intégrer des QDs CdSe/ZnS hydrophobes de différentes tailles
(différentes combinaisons de couleurs et d’intensités) servant comme code d’identification,
dans des microbilles de polystyréne conjuguées avec des oligonucléotides de séquence
spécifique. Chacune de ces microbilles capture une seule séquence du mélange. Un méme
fluorophore a été utilisé pour marquer I’ensemble des oligonucléotides cibles, ce qui permet

de distinguer les billes de polystyrénes associées a une séquence cible (Figure 1. 7). Une seule

source de lumicre est suffisante pour la lecture de toutes les billes encodées, et du
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fluorophore. L'utilisation de six couleurs et 10 niveaux d'intensité peut théoriquement coder

un million de séquences de protéines ou d'acides nucléiques (Figure L. 7).'

1CT0 s halde ha
Microhille Signald Signal
chargéesde I'analyte IDdela
QDs 3 sonde
o Probe 1 )
s
o OO0 sy |
Target 1
Q0 Probe 2 Sngebesg | | |_Détermination de la composition
o ° spectrosc du mélange do séquence
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Figure 1. 7 : lllustration schématique du principe de détection multiplexée d’'un mélange de
séquences d’ADN utilisant des perles polymériques intégrants des QDs. "*

Les propriétés de la bande d’absorbance plasmon des nanoparticules métalliques (or,

153154 ) sont également exploitées pour développer des marqueurs et/ou détecteurs

argent
colorimétriques.'>>'” La réponse spectrale est en général sensible au couplage interparticules
lorsque la distance entre particules devient faible. Ainsi, lorsque les nanoparticules d’or
s’agrégent, les bandes plasmon sont perturbées avec un déplacement du maximum

174 7
™ Une étape

d’absorption vers le rouge, et une modification de 1’extinction (voir chapitre 2).
importante est la mise en ceuvre 1996 par Mirkin et al des propriétés optiques de 1’or dans des
applications bioanalytiques.'” Des nanoparticules d’or de diamétre 13 nm fonctionnalisées
par des oligonucléotides s’agrégent suite a des interactions spécifiques avec des
oligonucléotides complémentaires. La couleur de la solution des nanoparticules d’or change a

cause de 1’agrégation, et ce processus est réversible par déshybridation thermique (

Figure 1. 8).'” En déposant une goutte d’une telle solution sur un guide d’onde optique, on
forme un détecteur « spot and read » capable de détecter d’'une maniére homogene les

oligonucléotides cibles jusqu’a des concentrations de I’ordre de la zeptamole (10" moles).'’®
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Figure 1. 8 : Schéma représentant des AuNPs fonctionnalisées avec deux oligonucléotides a
et b. Quand une séquence d'oligonucléotide complémentaire a a et a b (’b’) est ajoutée a la
solution, les particules s’agregent, provoquant un déplacement de la bande plasmon. Cuve de
gauche : particules non agrégées ; cuve de droite : particules agrégées.'”

b) Autres méthodes de détection

D’autres techniques de détection peuvent étre utilisées avec les nanoparticules. Par exemple
les propriétés redox de nanoparticules d’or et de quantum dots sont utilisées pour la détection

177-181 - - . i . : o
7181 Des oligonucléotides sont immobilisés sur une électrode. Puis, suite a

¢lectrochimique.
leur hybridation avec des oligonucléotides complémentaires greffés sur des nanoparticules
d’or (ou or/argent), un signal caractéristique des particules est observé en voltammetrie

(Figure L. 9),182 183

Current

Voltammetry ‘A/
e

Voltage|

Detection probe

(b) (c)

Figure 1. 9 : Détection électrochimique de [’hybridation de I'ADN. (a) immobilisation d’un
ADN simple brin cible. (b) hybridation avec I’ADN complémentaire, portant la sonde. (c)
détection voltammétrique du signal d'oxydoréduction.

Une autre technique employant les nanoparticules d’or est la détection électrique (changement

de la conductivité)."**'"®” Des nanoparticules d’or (ou or/argent) ont également été utilisées
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dans la détection par combinaison avec d’autres technologies telle que: la microscopie

électrochimique a balayage ,'™ la microbalance a quartz ,'** '*° 1a chimiluminescence.'”’

Les QDs de différentes tailles et de constituants différents possédent des potentiels chimiques
différents, ce qui a conduit a leur utilisation comme des « codes électrochimiques » dans la
détection simultanée de cibles multiples (par exemple mélange d’ADN, " de protéines'** %)
avec un degré de multiplexage plus important que la méthode optique décrite précédemment
par Han (paragraphe détection optique). Cette technique a été également efficacement utilisée

pour le codage électrochimique du polymorphisme d’un simple brin de nucléotide.'®”

11 existe également des capteurs magnétiques a base de nanoparticules.'”® Grossman et al ont
détect¢ des bactéries dans une suspension en utilisant des nanoparticules
superparamagnétiques fonctionnalisées avec des anticorps.'”” Lors de I'application d'un champ
magnétique, les nanoparticules développent une magnétisation macroscopique due a
I’alignement de leurs dipdles, qui relaxe lorsque le champ est désactivé. La détection est
réalisée en différenciant les processus de relaxation : les nanoparticules non liées relaxent
rapidement grace au mouvement Brownien et ne peuvent pas étre détectées, tandis que les
nanoparticules liées aux bactéries subissent une relaxation lente de type Néel (rotation de

leur dipdles interne), donnant un flux magnétique qui peut étre détecté.”’

¢) Applications a viseée thérapeutigue

En plus de leurs applications en tant que sondes, les nanoparticules métalliques et semi-

conductrices jouent des roles thérapeutiques assez remarquables (délivrance de médicaments

49, 198-201

et de genes). En effet, bon nombre des principes utilisés pour diriger les agents

d'imagerie et de diagnostic peuvent aussi étre appliquées a la livraison de médicaments.
Aujourd'hui, les transporteurs guidés magnétiquement ou les matrices a sensibilité thermique,
dans lesquelles la libération du médicament est déclenchée par chauffage sont des exemples

202-204

efficaces. Plus récemment, les efforts visant a développer des nano-objets métalliques

afin d'étre utilisés comme vecteurs d'acides nucléiques pour la vaccination et la transfection

ont été multipliés. 2%
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(1) Délivrance de médicaments et/ou de genes

La délivrance directe de médicaments et de biomolécules (peptides, protéines, ADN...), a
travers le corps est généralement inefficace et souffre de problémes tels que : la dégradation
enzymatique, le manque d’affinité spécifique de la drogue pour un site pathologique, la
nécessité d’une forte dose pour atteindre une haute concentration locale, une toxicité non
spécifique et des effets secondaires indésirables dus a des doses élevées de médicaments.””
Les nanoparticules inorganiques possedent généralement des propriétés polyvalentes
convenables pour la livraison cellulaire et/ou nucléaire, en particulier une grande
disponibilité, la richesse des fonctionnalités, une bonne biocompatibilité, les capacités
potentielles de la prestation de services ciblés (par exemple détruire sélectivement les cellules
cancéreuses mais €pargner les tissus sains), et la possibilit¢ de déclencher la libération de

i ; " . 203,210-217
médicaments par réponse magnétique et/ou thermique.”

Les nanoparticules d’or sont souvent utilisées dans la délivrance de geénes et/ou
médicaments.”'®**" Ainsi, Joshi et al ont fabriqué un vecteur thérapeutique pour le traitement
du diabéte par greffage de I’insuline et de I’acide aspartique sur des nanoparticules d'or.”** De
multiples travaux de vectorisation intranucléaire ont également été effectués avec des
nanoparticules d’or.'*® Noh et al ont récemment signalé que I'utilisation de nanoparticules d'or
chargées positivement et complexées avec de I’ADN plasmidique améliore l'efficacité de la
délivrance de gene, aprés administration intravasculaire, comparé a celle obtenue avec le

polymére cationique le plus utilisé¢ : le polyéthylénimine.**’

L'une des applications les plus innovantes consiste en la libération déclenchée
photothermiquement en utilisant des nano-« ampoules » métalliques.””> En fait, les nano-
ampoules sont des nanoparticules constituées d'un noyau diélectrique de sulfure d’or ou de
silice, enrobées d'une couche métallique fine (souvent de l'or). Ces particules sont
optiquement actives a cause de la résonance plasmon de surface (voir chapitre 2), et elles
absorbent la lumiére dans le proche infrarouge qui pénétre profondément les tissus.”** 2% 224
Incorporées dans une matrice polymere thermosensible, ces nanoparticules peuvent étre
chauffées au moyen d’un pulse laser dans le proche infra-rouge, ce qui provoque

I""éclatement" du polymére et la libération des drogues transportées.”* >
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Les nanoparticules magnétiques sont les plus couramment utilisées pour le ciblage
magnétique et la libération déclenchée par un champ magnétique externe.”> 2% 226228 1 ¢
ciblage actif par guidage magnétique des systémes de délivrance de médicaments a été
proposé il y a prés de 30 ans comme une méthode innovante permettant de contrdler la
distribution de drogues vers un site cible défini.**” Depuis, la recherche a été développée afin
d’améliorer ces méthodes. Apres une pause de dix ans, le ciblage magnétique de médicaments
a été proposé¢ a nouveau pour une application clinique, grace aux efforts d'un groupe allemand

dirigé par Liibbe.*

Ils ont adopté un transporteur magnétique (50-150 nm), consistant en un
noyau magnétique d'oxydes et d’hydroxydes de fer, modifiés chimiquement (par exemple
avec de I’amidon, silice...). Ce transporteur a été utilisé pour le tri de cellules tumorales et de
biomolécules, ainsi que pour le ciblage de médicaments in-vivo par un champ magnétique

231-233

appliqué le plus prés possible de la tumeur. Par ailleurs il existe une technique similaire

pour le transfert de génes, appelée magnetofection (MF).2”2

Dans la MF, les nanoparticules
magnétiques associées a I'ADN sont vectorisées dans des cellules par I’influence d'un champ
magnétique externe. Les particules magnétiques peuvent étre enrobées avec un polycation
souvent & base de polyethylenimine, qui leur permet de s’associer aisément a I'ADN chargé
négativement. La MF améliore jusqu'a plusieurs milliers de fois I’efficacité des vecteurs
d’ADN viraux ou nonviraux.”* Une approche intéressante a également été proposée pour le
traitement local des maladies du cerveau (maladie d'Alzheimer, maladie de Parkinson,
méningite, encéphalite, tumeurs) avec des liposomes incorporant des nanoparticules de
magnétite et des médicaments anti-inflammatoires. Ces liposomes sont internalisés
sélectivement par des monocytes et neutrophiles circulants, qui deviennent ainsi magnétiques.
Ces cellules phagocytaires sont ensuite dirigées vers le cerveau puis maintenues a cet endroit
par application d’une aimantation permanente, ce qui fait que la concentration d'anti-
inflammatoire est augmentée dans le cerveau.”> Cette étude a ouvert une approche originale

N  y I 7 : 236,2
pour franchir 4 la barriére hémato-encéphalique.® >’

(2) Thérapie photodynamique

La thérapie photodynamique (TPD) a été découverte au début des années 1900 et a été
approuvée par la « US Food and Drug Administration » (FDA) en tant que traitement pour un

certain nombre de tumeurs malignes. La puissance de la TPD réside dans sa sélectivité, car
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elle est basée sur la génération localisée d’oxygene singulet cytotoxique par photoactivation
d’un photosensibilisateur non toxique. Le photosensibilisateur absorbe la lumiére a une
longueur d'onde convenable, et I'énergie absorbée est utilisée pour exciter I'oxygene vers un
¢état singulet. L'oxygene singulet provoque l'oxydation et la dégradation des composants

cellulaires.

Les nanoparticules (métalliques, semiconductrices, magnétiques...) peuvent étre utilisée dans
cette technique.” > Par exemple, les QDs sont utilisés en TPD soit comme
photosensibilisateurs eux-mémes, soit pour l'activation d'un autre photosensibilisateur. En
plus de leurs propriétés particulicres, la fonctionnalisation des QDs permet d’atteindre des

240-244
Les

cibles précises. QDs peuvent étre adaptées pour émettre dans le proche infrarouge,

et peuvent donc étre utilisés pour traiter les tumeurs profondes.

(3) Thermothérapie (hyperthermie, photothermie)

L’hyperthermie par induction magnétique est 1'une des thermothérapies pour le traitement du
cancer. Elle est basée sur l'exposition des tissus cancéreux a des champs magnétiques
alternatifs. Ces derniers ne sont pas absorbés par les tissus vivants, et peuvent donc étre
appliqués a des régions profondes du corps vivant.”*> Lorsque des particules magnétiques
localisées autour de la tumeur sont soumises a de tels champs magnétiques oscillants, elles
produisent de la chaleur. Les cellules cancéreuses sont détruites a une température supérieure

\ . . \ , , . 245-
a 43°C, tandis que les cellules normales peuvent survivre a des températures plus élevées.
248

Le chauffage optique pour l'ablation des tumeurs offre une alternative plus douce. En
employant des agents a forte absorption, la vitesse et l'efficacité peuvent étre grandement
améliorées, tout en réduisant les blessures non spécifiques aux tissus sains adjacents.

L'absorption de la lumicre par des nanoparticules d’or est suivie de la conversion rapide

249, 250

(~1ps) de la lumiére absorbée en chaleur et peut étre exploitée de maniére sélective pour

201, 251-254

/ . . . ;o 2
la thermothérapie des tumeurs et des infections bactériennes.*
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I1l. Pourquoi les nanoparticules en solution ont tendance a

s’aqgréger

Un des aspects importants de 1’utilisation des nanoparticules en solution, est 1’état des
dispersions, qui doit étre maintenu. Dans ce chapitre nous allons décrire les lois physiques qui
contrdlent la stabilité et 1’agrégation des colloides, puis décrire les stratégies les plus

couramment employées pour I’éviter.

I11-1. Description des forces en solution

On va s’intéresser aux différentes forces qui existent entre les particules en solution.

Hi-1.1. Les forces externes

Méme dans une dispersion diluée ou les particules sont idéalement isolées et se comportent

comme des objets individuels, elles sont soumises a certaines forces.

a) Les forces inertielles des molécules de solvant, donnant lieu aux mouvements
Browniens. Cela peut étre décrit en termes de coefficient de diffusion (D) des

particules par la formule de Stokes-Einstein :

kT
b=
f 1.2
avec f=06nna pour des particules sphériques 1.3

ou k est la constante de Boltzman, 7 est la température absolue, / est le coefficient de
frottement de la particule dans le solvant, 7 est la viscosité du solvant et a le rayon de la

particule.

b) Les forces gravitationnelles. Les particules sont soumises au champ gravitationnel
terrestre, ainsi qu’a la force d’Archimede. Cependant, pour des particules de petites
tailles, le mouvement Brownien va dominer I’effet des forces gravitationnelles. Ces

forces seront négligées par la suite.
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11-1.2. Les forces inter-particules

a) Force d’attraction de Van der Waals

Les molécules ayant un dipdle permanent s’attirent quand il y a alignement des dipoles. Elles
peuvent également induire un dipole dans un atome ou une molécule neutre adjacente, et
provoquer I’attraction. Le mouvement des électrons dans un atome provoque également des
dipdles fluctuants. Les dipoles oscillants des atomes adjacents se couplent, car il est plus
favorable énergétiquement d’étre oscillant a ’'unisson. Ceci conduit a ce qu’on appelle les
interactions de London. C’est I’interaction qui est responsable du comportement non idéal des

gaz inertes.

Dans le cas des nanoparticules, qui sont composées d’un grand nombre d’atomes, le résultat
est une interaction a « longue » portée, beaucoup plus grande que l’interaction entre deux
atomes isolés. La portée de cette interaction est comparable aux rayons des particules

colloidales. Cette force attractive entre particules est appelée force de Van der Waals.

On peut décrire mathématiquement ’énergie potentielle d’attraction entre deux particules
sphériques adjacentes due aux forces de Van der Waals. Le début du calcul est du a Hamaker
et de Boer. La méthode consiste a additionner les interactions d’un atome dans une particule
avec chaque atome de ’autre particule. L’interaction est ensuite propagée sur tous les atomes

dans la premicre particule.

L’¢énergie potentielle d’attraction est directement proportionnelle au rayon de la particule (a)

et a une constante dépendante du matériau, appelée la constante de Hamaker (A).

1 X+ 2}) f
ou

Fﬂ_=—£(x 1 _ + +Ein—— X =—
12h%x6x+ 2} x4+ 13° fx + 1) ) 2a 1.4

ou « h » est la distance de séparation entre les particules.

Si la séparation entre les particules devient petite devant le rayon des particules (h << a),

I’équation précédente se réduit a :

Aa

Vy=-
A 1Zhy 1.5

Le potentiel est alors inversement proportionnel a la distance de séparation entre les deux

particules.
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La constante de Hamaker est une fonction de la polarisabilité électronique, et de la densité du
matériau. Quand les particules sont immergées dans un milieu (solvant...), ’attraction entre
les particules est plus faible que dans le vide. La constante combinée ou composée, peut étre
estimée comme étant la moyenne géométrique, de celle de la particule (Aparicule) €t celle du
milieu (Asolvant), @ 1’égard de leurs valeurs dans le vide. Ce qui devrait étre utilisé dans le

calcul du potentiel d’attraction est alors :

A= ( ‘Apmﬁieuﬁr = 'l!*g-an-h?mﬂ)z 1.6

b) Forces structurelles

En outre, il y a d’autres forces, qualifiées de forces ‘structurelles’, entre les particules.
Lorsque deux particules s’approchent au contact I’une de 1’autre, il y a forcément un
chevauchement de leurs régions interfaciales qui subissent des perturbations structurelles (par
exemple le déplacement des molécules d’eau de la zone de chevauchement vers 1’extérieur).
Ce chevauchement sera accompagné, soit d’une augmentation (répulsion) ou une d’une

diminution (attraction) de I’énergie libre.

I11-2. Théorie thermodynamique de la flocculation

Afin de parvenir a wune stabilit¢ a long terme, les dispersions doivent é&tre
thermodynamiquement stables. C’est le cas quand la différence d’énergie libre 4Fp,. entre la

suspension flocculée et la dispersion est positive. AFg, est définie selon :

AFﬂoc = AUﬂoc - TASﬂOC 1.7

Ou AUp,. et ASp,. sont 1’énergie et I’entropie de flocculation, respectivement. Ces deux
valeurs sont négatives. AUy, a laquelle correspondent les forces interparticules est lié a
I’énergie par paire de contact (1) dans un floc. A4Sy, est relié au nombre de particules. Donc le
systeme floccule lorsque le gain en énergie (4Up,.) est supérieur a la perte entropique (7'
ASpoc). En  général, u doit étre assez faible pour conserver une dispersion

thermodynamiquement stable.
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I11-3. La théorie DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek)

La théorie DLVO est une théorie cinétique et microscopique, qui relie la stabilité colloidale au
potentiel d’interaction entre deux particules en solution.”® Comme nous 1’avons vu dans les
paragraphes précédents, ces particules sont soumises a des forces antagonistes, attractives et
répulsives. Cette théorie suggére que la stabilit¢ d'une particule dans une solution est
dépendante de I'énergie d'interaction totale Vr. Elle reconnait que Vr est 1'équilibre de

plusieurs contributions antagonistes. L’énergie potentielle résultante peut donc s’écrire :

VT: VA+VR 1.8

V4 est le potentiel d’attraction de Van der Waals déja décrit (équation 1.5), et Vi est le
potentiel de répulsion. Par exemple, dans le cas d’un potentiel répulsif purement

¢lectrostatique :
VR=2neo£ra2§2exp("‘D) 1.9

ou a est le rayon de la particule, g est la permittivité du vide, &, est la permittivité du solvant,
k est une fonction de la composition ionique et & est le potentiel de surface, appelé potentiel
z€ta. La superposition linéaire des deux contributions conduit a 1’apparition d’un maximum
dans la courbe de Vt (Figure I. 10). Cette théorie énonce donc qu'il existe une barriére
énergétique limitant les collisions entre particules. Mais si les particules possédent une
énergie suffisante pour passer cette barriére énergétique, la force d'attraction devient
dominante et peut les mettre en contact de maniére irréversible. Si la barriére énergétique est
suffisamment importante, la dispersion résistera a la floculation et le systéme colloidal sera
stable. Dans certaines situations, par exemple dans des concentrations a forte salinité, il peut y
avoir un minimum secondaire créant une adhésion beaucoup plus faible et donc
potentiellement réversible. Ces faibles flocs sont suffisamment stables pour ne pas étre cassés
par le mouvement Brownien, mais peuvent se dissocier les uns des autres sous l'application

d'une force extérieure comme une agitation vigoureuse.
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p otentiel

barriére de potentiel

p distance D

minimum secondaire

'\ minimum primaire

Figure 1. 10 : Représentation schématique de la variation de l'énergie potentielle avec la
distance interparticules.

Les paramétres qui jouent sur la stabilité sont le potentiel zéta &, la longueur de Debye ' et
la température. L augmentation des charges en surface se traduit par 1’augmentation de &, et
par conséquent par celle du potentiel répulsif. La longueur de Debye « ' correspond & une
position ou la variation d’énergie ¢électrostatique depuis la surface est égale a kT, et elle varie
comme l’inverse de la racine carrée de la concentration en ¢lectrolyte. Si elle diminue, le
potentiel de répulsion Vi diminue €galement et les nanoparticules se déstabilisent. Enfin, si
I’énergie thermique est €levée, la barriere d’énergie peut étre passée et on observe alors la

déstabilisation des nanoparticules.”’

IV. Stratégies de stabilisation de nanoparticules en solution

agueuse

Afin de stabiliser des solutions colloidales, on cherche a introduire des forces répulsives entre

les particules qui s’opposent aux forces d’attraction de Van der Waals. Ceci se fait
généralement par 1’ajout d’agents stabilisants. La stabilisation d’une solution colloidale peut
s’effectuer de deux maniéres qui peuvent étre complémentaires : par répulsion électrostatique
ou stérique. Dans ce paragraphe, nous allons décrire ces différentes stratégies de stabilisation,
et les exemples de stabilisation de nanoparticules dans l’eau qui apparaissent dans la

littérature.

Stabilisation électrostatique. La répulsion électrostatique est un phénoméne important
pour la dispersion des nanoparticules dans 1’eau, et plus généralement dans tout solvant

polaire. Elle résulte de la répulsion entre deux surfaces de méme charge. Cependant, le
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potentiel ainsi créé n’est pas un simple potentiel d’interaction Coulombien, car il faut tenir
compte de la présence d’ions en solution qui vont limiter la portée de la répulsion a une

longueur k ' appelée longueur de Debye (ou épaisseur de la double couche).

Stabilisation stérique. Le second moyen de protéger les particules de I’agrégation est la
répulsion stérique. Il s’agit d’ajouter de grosses molécules encombrantes, typiquement des
polymeres, qui forment une couche protectrice a la surface des nanoparticules. Cette couche
interdit la mise en contact directe des surfaces des particules. Si 1'épaisseur de la couche est

suffisante, les forces de Van der Waals sont trop faibles pour attirer les particules.

Stabilisation électrostérique. La combinaison des deux stratégies de stabilisation

précedentes peut avoir lieu, si les ligands utilisés sont encombrants et portent des charges. On

parle alors de stabilisation électrostérique.

IV-1. Stratégies de stabilisation de nanoparticules dans I'eau : état

de I'art

Il existe essentiellement trois stratégies pour préparer des nanoparticules dans 1’eau. La
premiére consiste a opérer la réduction des sels précurseurs directement dans I’eau. Dans ce
cas on utilise le plus souvent de petites molécules organiques, qui servent a la fois de
réducteur et de stabilisant. Une autre voie consiste a préparer les nanoparticules en solvant
organique, en présence d’un ligand qui sert a limiter leur croissance, ce qui produit
généralement des particules de taille mieux définie. Ensuite, on procede soit par échange de
ligands, soit en recouvrant le ligand d’un stabilisant supplémentaire ayant une meilleure
affinité pour ’eau. La stratégie de transfert des nanoparticules vers 1’eau, par échange de
ligands a été proposée par 1’équipe de Schmid, et consistait en I’échange d’un ligand
phosphine hydrophobe par un analogue hydrophile.”® Cette stratégie a souvent été utilisée
dans le cas de nanoparticules d’or synthétisées en solvant organique en présence
d’alkanethiolates, puis transférées dans 1’eau par échange avec d’autres alkanethiolates

fonctionnalisés avec des groupements hydrophiles.

Dans la suite, nous allons présenter les principales classes de molécules utilisées pour la
stabilisation de nanoparticules en milieu aqueux. Ces exemples illustreront le cas de la

synthése directe dans I’eau et le cas du transfert dans 1’eau.
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1V-1.1. Composeés organiqgues dérivés d’alcool ou d’amine

Les nanoparticules métalliques (or, argent, platine...) sont souvent formées par réduction, en
utilisant comme réducteur de petites molécules contenant souvent un ou plusieurs
groupements acides carboxyliques, et un groupement amine ou alcool. Souvent c’est 1’alcool
ou I’amine qui s’oxyde, permettant de réduire les précurseurs métalliques, les fonctions
carboxyliques permettant I’interaction avec la surface des particules. Ainsi le citrate de
sodium (NaOOC-CH;),-COH-COONa est trés couramment utilisé pour la réduction de sels
métalliques dans 1’eau. Ces molécules se trouvent adsorbées a la surface des nanoparticules en
formation, et empéchent leur agrégation par répulsion électrostatique. D’autres molécules a
base d’acide aminé (tel que I’acide glutamique, la tyrosine, 1’arginine) peuvent étre utilisées
pour remplacer le citrate dans la synthése des nanoparticules métalliques dans ’eau.” >
Andreescu a également synthétisé des nanoparticules d’or stables dans I’eau par réduction de
I’acide tetrachloraaurique avec 1’acide ascorbique (CsHgOg) (Figure I. lla).261 Plus
récemment des nanoparticules d’or et d’argent ont été synthétisées en utilisant « 1’acide
gallique » comme agent réducteur et stabilisant €lectrostatique a la fois. Cette molécule,
biocompatible, est capable de former des liaisons hydrogéne avec ses semblables a la surface

des nanoparticules, ce qui assure une meilleure stabilité (Figure L. 11b).%

a) b)
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Figure . 11: La formule semi-développée de [l'acide ascorbique. Les propriétés acido-
basiques de cette molécule sont dues a l'hydrogene du groupe caractéristique (ou fonctionnel)
entouré par un cercle (énol) (a). Représentation de [’interaction électrostatique du

groupement carboxylate de [’acide gallique, et des liaisons hydrogene entre les stabilisant
(b). %52
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Liu a publié une synthése « chimie verte » de nanoparticules d’or dans I’eau (pH ~ 7), en
utilisant le B-D-glucose comme agent réducteur et stabilisant a la fois. Les particules obtenues

ont été étudiées comme catalyseur pour la réduction du 4-nitrophénol.*®>

1V-1.2. Stabilisation par des ligands dérivés de thiols

Les dérivés de thiol (R-SH ou R est un groupement alkyle) sont des ligands trés couramment
utilisés pour la stabilisation des nanoparticules (métalliques, oxydes, ou QDs) en solution
aqueuse ou organique. Ces composés forment des liaisons iono-covalentes avec la surface des

particules (particulierement avec 1’or).

La stabilisation de nanoparticules d’or avec des alkanethiols a été signalée pour la premiére
fois en 1993 par Mulvaney et Giersig.** Ces auteurs ont utilis¢ des thiols de différentes
longueurs de chaine comme agent stabilisant dans 1’eau, ainsi que dans des solvants
organiques. Ensuite, une méthode de synthése de nanoparticules dans deux phases liquide-

liquide a été proposée par Brust et Schiffrin 1994,

aboutissant a des nanoparticules
redispersable dans des solvants organiques. Cette technique s’inspire du systéme en deux
phases de Faraday.*®® 11 s’agit de transférer le sel d’or (AuCly) de I’eau au toluéne par le
bromure de tetraoctylammonium. Ensuite la réduction a lieu dans le toluéne par ajout de
NaBH, en présence de dodécanethiol comme agent stabilisant (Schéma 1). Cette technique a
permis pour la premicre fois de former de maniére simple des nanoparticules stables a 1’air, et
de contrdler leur taille et leur polydispersité (entre 1,5 et 5,2 nm). De plus, les nanoparticules
formées peuvent étre isolées puis redispersées dans un solvant organique sans que leur

agrégation ou leur décomposition ne soient observées. Elles peuvent aussi é&tre

fonctionnalisées comme de simples composés organiques.

AuCly (aq) + N®(CsH,7)s CsHeMe —» AuCly N®(CsH;7)4 CsHsMe (1)
m AuCly N®(C3H17)4 (CeHgMe) +n CjpHysSH(C¢HgMe) + 3 me NaBH, >
4m CI (aq) + [Au m (C12H25SH),](CcHsMe) (2)

Schéma 1. Equations de formation de nanoparticules d’or par transfert de phase, en présence
de dodécanethiol, selon la méthode de Brust et Schiffrin.
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Ensuite, ces auteurs ont adapté cette synthése en utilisant le p-mercaptophénol qui permet
d’éviter DPextraction et d’opérer la réaction dans une seule phase (methanol).”®” Les
nanoparticules résultantes sont solubles dans I’alcool et dans I’eau a pH > 13. Ces procédés
ont eu un impact considérable sur I’ensemble du domaine, et ont ouvert la voie a la synthése

de AuNPs stabilisées par des ligands fonctionnels a base de thiols, dispersables dans I’eau.

Par la suite, de nombreuses publications sont apparues, utilisant les méthodes de Brust-
Schiffrin, généralisées a des thiols modifiés avec une téte hydrophile, et permettant
I’obtention de nanoparticules dispersables dans I’eau.”*® Parmi les exemples qui ont donné de
bons résultats, on trouve les molécules représentées dans la Figure I. 12. De tels ligands sont
trés souvent utilisés pour stabiliser des nanoparticules d’or, d’argent, ou de platine’®
synthétisées soit par la méthode de Brust-Schiffrin, soit directement dans 1’eau. Leur
groupement carboxylique terminal peut étre utilisé pour plus de réactivité pour fonctionnaliser
ces nanoparticules avec d’autres molécules.”®” Des polyméres a base de thiols sont également
utilisés.”’® 7! On trouve par exemple le polyethyléne glycol thiol¢,” tel que le o-methoxy-
mercapto-poly(ethyléne glycol) (HS-(CH,-CH,-0),-CH3),>” et des R-(CH,-CH,-O),-SH

(avec R un groupement fonctionnel tel que le trifluoroester).””

SH (@]

HC SH
. %(%OH O\H/\/MMSH >N_/_

o

Tiopronine Acide mercaptohexanedécanoique 2-(diméthylamine)
éthanethiol

HS o
o) o) OH |
H S—O
HO N " o HS—/_"
H H o
o

Glutathion Mercapto-2-éthanesulfonate

Figure 1. 12 : Représentation de quelques ligands a base de thiol décrits comme stabilisants
de nanoparticules d’or en milieu aqueux’”>" **** [q Tiopronine,’® et le glutathion,”®® sont
des composés naturels.
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Yonezawa et son équipe™’ ont proposé une synthése de nanoparticules d’or en milieu aqueux
par addition simultanée de 1’agent réducteur (citrate) et du stabilisant, le 3-
mercaptopropionate (MPA) La taille des particules est controlée par le rapport MPA/Au
(Figure I. 13).

3-mercaptopropionate de sodium
o]

]
‘}—6 = HS/P\\/C\"'O(9 NaO
citrate de trisodium

HAuCI,

Addition simultanée, reflux

Figure |. 13: Procédure de préparation de nanoparticules d’or stabilisées par le 3-
mercaptopropionate.287

Les QDs peuvent également étre synthétisés dans 1’eau en utilisant des dérivées de thiols

comme agents stabilisants pendant la synthése.”** 2%

La premiére synthése de nanoparticules
de CdTe en milieu aqueux stabilisées avec du mercaptoethanol et thioglycerol (1-mercapto-
2,3-propane-diol) est parue en 1996 *! Les principaux thiols utilisés sont: 1’acide
mercaptoacétique (HOOC-CH,SH), des thioalcools SH-(CH;)x-OH, le chlorure de B-

mercaptoethylamine (SHCH,CH,NH,,HC1),>* des derivés d’acides carboxylique,”>** la

298, 299

cystéine,”” le glutathion, ainsi que des oligonucléotides a extrémité thiol.

Les groupes de Murray et de Rotello ont utilisé un processus similaire a celui proposé par
Schmid avec les phosphines, pour effectuer un échange partiel de ligands thiols a la surface de
nanoparticules d’or.’*>% Gittins et Caruso ont transféré des nanoparticules d’or, d’argent, de
platine et de palladium d’un solvant organique dans 1’eau par addition de thiols
fonctionnalisés par un acide carboxylique, comme 1’acide 11-mercaptoundécanoique.””” Le
groupe d’Hutchison a proposé de transférer des nanoparticules d’or du chloroforme dans I’eau
en remplacant les ligands phosphines utilisés au cours de la synthése, par deux ligands dérivés
de thiols cationique SH(CH,),N®(CHj3), et anionique SH(CH,),SO05.** Des thiols pégylés
peuvent se substituer aux thiols hydrophobes a la surface des nanoparticules (Figure 1. 14) et
former des nanoparticules stables en milieux aqueux, dans une grande gamme de pH et en

. 4o 307,308
présence de protéine.”””
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U

-§-(CH3)yy-{0-CH;CH;-)-OH

Figure 1. 14: Schéma de nanoparticules d’or stabilisées par une monocouche de
monohydroxy(I-mercaptoundecyl) tétraéthyleneglycol. La chaine alkyle hydrophobe confere
une grande stabilité aux clusters d’or, tandis que la partie hydrophile assure la solubilité
dans I’eau.’”

En ce qui concerne les QDs, des stratégies d’échange de ligands impliquant des thiols ont
¢galement été explorées. Ainsi Talapin a transféré des QDs (CdSe, CdTe) initialement formés
dans I’hexane, par échange partiel de dodecylamine avec du chlorure de N,N-dimethyl-2-

309 \y; o .
Nie a transféré des QDs formés dans du chloroforme vers I’eau,

mercaptoethylammonium.
en utilisant 1’acide mercaptoacétique. Ensuite ces nanoparticules sont conjuguées par des
protéines pour des applications en biologie.** De fagon alternative, des dérivées d’acides, et
des peptides riches en cystéine (acide aminé portant un soufre qui interagit fortement avec a la
surface des nanoparticules)’'® peuvent étre utilisée pour transférer dans I’eau des

nanoparticules de QDs initialement recouverts d’oxyde de tryoctylphosphine (TOPO).>!'>"3

1V-1.3. Stabilisation par des acides aminés et peptides

Il existe une grande variété de molécules aminées, notamment de biomolécules comme les

318320 ot les protéines,321 qui peuvent former des liaisons a la

acides aminés,’'*>!” les peptides
surface des nanoobjets, par ’intermédiaire de groupement amine. Gittins a transféré des
nanoparticules d’or et de palladium stabilisées par du bromure de tetraoctylammonium du
toluéne vers 1’eau par échange de ligand avec la 4-dimethyl-aminopyridine. Ces dernicres
restent stables avec aucun signe de dégradation ou d’agrégation aprés 6 mois.*** D’autres

 ees . I . . . 320
possibilités sont basées sur 1’utilisation de petites molécules d’acides aminées.

Une premiere possibilité est de synthétiser les nanoparticules par réduction avec du NaBH,4

323, 324

puis d’ajouter les molécules d’acides aminés. En effet, ces derniéres existent dans 1’eau

sous formes de zwitterions, qui peuvent étre adsorbés aux surfaces des nanoparticules et les
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stabiliser ¢électrostatiquement dans 1’eau. L’autre possibilité consiste a complexer des ions de
métaux nobles avec de petits acides aminés puis d’ajouter le NaBHs pour former les

- 318
nanoparticules.

1V-1.4. Stabilisation par des cyclodextrines et leurs

dérivées

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques et hydrosolubles (Figure I. 15)
capables former un complexe d’inclusion avec des chaines aliphatiques disposées a la surface
des nanoparticules. Ce mécanisme peut étre utilisé pour transférer les nanoparticules du

solvant organique dans I’eau.

Figure 1. 15 : Formule et représentation schématique d 'une a-cyclodextrine.

Wang et son équipe ont par exemple transféré, de 1’hexane vers 1’eau, des nanoparticules de
fer ou d’argent stabilisées par 1’acide oléique.”* La solution aqueuse obtenue est trés stable,
mais reste sensible a un effet de sel. Par ailleurs, le groupe de Giuffrida a trés récemment
synthétis¢ en une seule étape des nanoparticules de platine stabilisées par une f-
cyclodextrine.”*® Les nanoparticules sont trop grosses (2 nm) pour étre encapsulées dans les
cavités de la cyclodextrine (0,78 nm), et ce sont les interactions hydrophobe-hydrophobe
existant entre les nanoparticules et les cavités qui permettent la stabilisation. On trouve aussi,
des nanoparticules de palladium synthétisées dans le dimethylformamide en présence de f3-

cyclodextrine thiolé comme agent stabilisant, ce qui permet la redispersion dans ’eau.*?’¥*
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1V-1.5. Stabilisation par des molécules amphiphiles

Les molécules amphiphiles (ou tensioactifs) possédent une partie hydrophobe (chaine
carbonée) et une partie hydrophile (téte polaire). Dans 1’eau, elles peuvent former
spontanément des assemblages stables : (micelles, membranes bicouches...). Ces objets sont
utilisés pour la solubilisation des produits hydrophobes. Certains tensioactifs ont été utilisés
comme stabilisants de surface et/ou des gabarits pour la synthése de nanoparticules. Ces
derniers, en se liant avec la surface de nanoparticules, et en diminuant I’énergie de surface,
contrdlent la croissance et la forme des particules, tout en agissant comme stabilisateurs

contre 1’agrégation.**’

Le plus souvent, la surface des nanoparticules est en contact avec la téte polaire des
tensioactifs. Les nanoparticules peuvent alors étre rendues solubles dans un solvant aqueux

par formation d’une bicouche de tensioactif (Figure 1. 16). Dans ce cas on utilise soit un exces

331-335

du méme amphiphile, soit on forme une bicouche interpénétrée en ajoutant une seconde

\ L e 336,337
espece de tensioactifs.”™

T étepolaire

A

XY

Cliaine hvdrophobe

INAS

b

o
&

Figure 1. 16 : Schéma représentatif d 'un tensioactif et du principe de formation de bicouche a
la surface des nanoparticules, permettant la solubilisation en milieu aqueux.

Par ce principe, I’équipe de Sastry emploie par exemple des acides gras (acide laurique) pour
stabiliser des nanoparticules d’argent en milieu aqueux.” Lorsque I’acide laurique est en
exces, la formation d’une seconde couche interpénétrée avec la premiere permet la
solubilisation dans I’eau. La formation de la bicouche interpénétrée est facilitée par la haute

courbure de la surface des nanoparticules. De méme, Shen synthétise des nanoparticules
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d’oxydes de fer stabilisées dans 1’eau par une bicouche d’acide gras.”*” *** Zhang synthétise
des nanoparticules d’or dans I’eau, protégées par une bicouche lipidique de bromure de

dodécyldimethylammonium (DDAB), par réduction in situ de HAuCly avec du NaBH,.*"!

Sur le méme principe, notre équipe stabilise des nanoparticules dans 1’eau, en utilisant des

bolaamphiphiles (molécules tensioactives avec deux tétes polaires aux extrémités, et une

chaine hydrophobe centrale). L’une des tétes polaires interagit avec la surface des
342

nanoparticules, 1’autre permet la solubilisation dans 1’eau (Figure 1. 17).

Bolasanphiphiles

o NN
-

>

Nanopazticnle d'or

Figure 1. 17 : Schéma montrant la stabilisation des nanoparticules d’or par des
bolaamphiphiles.

Les tensioactifs permettent également la dispersion de particules hydrophobes,** métalliques,
et ¢galement de matériaux semi-conducteurs comme le CdS, PbS, AgCl et Fe;Os. On peut
aussi former les nanoparticules par réduction du précurseur hydrophobe solubilisé au cceur
d’une micelle de tensioactif. Ainsi L’équipe de Yonezawa a notamment reporté la
stabilisation en milieu aqueux de nanoparticules de platine par des bromures de
triméthylammonium et un tensioactif non ionique, le monolaurate de polyéthyléneglycol

(Figure L. 18). 43

a) b)

e A
“‘Oi f,,/ /&L\

Figure 1. 18 : Modéles possibles de nanoparticules de platine stabilisées par des tensio-actifs
cationiques. a) tensio-actif a chaine alkyle courte ; b) tensio-actif a chaine alkyle longue.
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1V-1.6. Stabilisation par des polymeéres

Les polyméres sont trés souvent utilisés pour la stabilisation et/ou la synthése des
nanoparticules dans 1’eau. Ils peuvent s’adsorber a la surface des nanoparticules et empécher
stériquement et/ou éléctrostériquement leur agrégation. On note que dans le cas des
polymeéres, plusieurs situations peuvent avoir lieu : le polymeére peut simplement complexer le
précurseur métallique, ou jouer le réle d’un complexant et d’un agent réducteur a la fois ou
encore s’adsorber sur des nanoparticules pré-synthétisées. On va discuter les exemples de
stabilisation et/ou syntheése des nanoparticules dans ’eau, par les polymeéres/copolymeres

linéaires, hyperbranchés, et amphiphiles.

IV-1.6.a) Stabilisation avec des polymeéres linéaires

Le polyacrylamide et 1’acide polyacrylique sont utilis€és comme agent stabilisant pour des

345

nanoparticules d’or’** ou de dioxyde de titane (TiO,)** pré-synthétisées dans 1’eau. Certains

346

polyméres comme le poly (éthylene glycol) (PEG), et poly(vinyl alcool), le

polyacrylamide, le poly(vinyl-pyrrolidone) (PVP), le dextran... peuvent étre utilisés a la fois
comme agent réducteur et stabilisant pour la synthése de différentes types de nanoparticules
dans ’eau.**’>*!

Différents polymeres a blocs ont été également utilisés. Ainsi, le « polyoxyéthyléne-
polyéthyléne imine » (PEO-b-PEI) forme des agrégats de type micelles dans ’eau s’il est
complexés avec des sels métalliques d’or, de platine ou de palladium. Ensuite, la réduction
des sels métalliques permet d’obtenir des nanoparticules stables dans 1’eau. Dans le cas de

I’or, les nanoparticules se forment spontanément sans ajout d’agent réducteur (Figure I. 19).*

La méme stratégie peut étre utilisée avec le poly (vinyl pyridinium)-poly(oxyethyléne).*>®

Copolymeére ramifié

Figure 1. 19 : Schéma de formation de « micelles » de copolymeéres diblocs PEO-b-PEI en
présence d’ions métalliques.
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Harris a synthétisé un polymeére tribloc hydrophile (Figure 1. 20a), pour stabiliser des
nanoparticules de Fe;O4 pré-synthétisées dans ’eau. Les fonctions carboxyliques des unités
polyurethanes (bloc central) s’accrochent a la nanoparticule, tandis que les deux blocs
hydrophiles a base de PEO aux deux extrémités permettent la solubilisation et la stabilisation

4
dans I’eau.”

a) b)

o CH; Ligand
CH;
CH CH;
R O 1 8]

CH; | ; J &z-’ HqﬁUCk
% P
CH ]
Rocy, —|%om \\ Polyamine
Mo cn,
‘X -

Figure 1. 20 : a) Polymére a chaines hydrophiles PEO, stabilisant des nanoparticules de
Fe;04dans [’eau. b) nanoparticules d’or synthétisé en présence de o-biotinyl-PEG-b-[poly(2-
(N,N-dimethylamino) ethylmethacrylate)], montrant la possibilit¢ de fonctionnaliser
[’ensemble particule stabilisant par des ligands

Ishii a synthétisé des nanoparticules d’or trés stables a haute force ionique, par simple auto-
réduction de HAuCly avec le  a-biotinyl-PEG-b-[poly(2-(N,N-dimethylamino)
ethylmethacrylate)]. Le groupement amine s’adsorbe fortement a la surface des
nanoparticules. La fonction acétal terminale accroché a la chaine PEG peut étre convertie en

aldéhyde puis fonctionnalisée avec divers ligands (Figure L. 20b).>>

Les polyélectrolytes, c'est-a-dire les polymeres chargés, sont souvent employés pour modifier
la surface d’un substrat ou d’un colloide, leur adsorption s’effectuant alors grace aux
attractions ¢électrostatiques. Ils peuvent étre déposés couche par couche, ce qui permet de

contrdler I’épaisseur totale de la couche de polymére.356'358

Les nanoparticules stabilisées
avec des polyélectrolytes sont trés stables et peuvent étre facilement centrifugées et
redispersées dans 1’eau. En particulier, Li a montré un résultat surprenant, ou un simple brin
d’ADN peut s’adsorber (avec un taux dépendant de la longueur des séquences et de la
température) sur des nanoparticules d’or chargées négativement, et permet de les stabiliser

359
1.

méme en présence de se L’utilisation de polysaccharides pour former et/ou stabiliser des
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nanoparticules est également une possibilité intéressante, puisqu’ils sont solubles dans 1’eau et

peuvent de plus réduire les ions métalliques. *°*>%*

Les nanoparticules formées en présence de polyélectrolytes sont cependant souvent assez
grosses et polydisperses, et les derniers travaux sur ce sujet visent a pallier a ces
inconvénients. La polyaniline (PANTI),*® le polyterthiophéne, le polydithiafulvéne ou encore

le poly(diallyldiméthylammonium) (PDDA),**® **’ poly(allylamine chloré),**” poly(styréne

366 365

sulfonate),’®® le polyphosphate... sont souvent utilisés. Les équipes de Chen’®® et Li*® sont
par exemple parvenues récemment a obtenir des nanoparticules de dispersité et de taille
raisonnables suivant une méthode simple en une seule étape dans laquelle le polymere
(PDDA) protege les nanoparticules d’or et joue également le role du réducteur. Le PDDA est
le premier polyélectrolyte d’ammonium quaternaire a étre utilisé dans ce but, ce qui suppose

que cette méthode peut étre étendue aux polyélectrolytes de la méme famille.

IV-1.6.b) Stabilisation par des polymeres hyperbranchés

Les macromolécules hyperbranchées peuvent étre mises a profit pour la formation de
nanomatériaux. En effet, en utilisant leurs nombreuses fonctions accessibles pour complexer
les ions, elles permettent de créer de fortes concentrations locales propices a la formation de
nanoparticules. De plus, le choix adapté des fonctions périphériques permet le contrdle des
interactions avec le milieu extérieur. Quelques exemples de I'utilisation des dendriméres et
des polymeéres hyperbranchés, c'est-a-dire dont la ramification n’est pas contrélée mais
statistique, dans la formation et la stabilisation des nanoparticules dans I’eau, seront donnés

dans la suite.

Dans le cas des dendriméres, la formation des nanoparticules s’effectue souvent en deux
étapes : complexation des ions métalliques avec les fonctions du dendrimere puis réduction
par un réducteur tel que le borohydrure de sodium.*® Le dendrimére se comporte comme une
matrice ou sont localisées les ions avant réduction, il permet de contrdler la taille et la forme
des nanoparticules, et joue également le role d’un stabilisant nanoporeux qui empéche

1’agglomération des particules formées (Figure 1. 21).°7%3"!
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Complexation

Figure 1. 21: Schéma de la formation de nanoparticules métalliques en présence d’un
dendrimere.

L’¢tude de la stabilisation de nanoparticules de cuivre, de platine, d’or, de palladium, mais
aussi semiconductrices et bimétalliques synthétisées in situ en présence des dendrimeres
polyamidoamine (PAMAM) et/ou poly(propyléneimine) (PPI) a fait I’objet de nombreuses

369, 371373 [ 4 fonctionnalisation ou la modification des fonctions amines

publications.
terminales a conduit a de nouvelles classes de stabilisants (tels que PAMAM-COOH,
PAMAM-sucre...). Les particules stabilisées par des dendrimeéres sont aussi utilisées pour la

1 r . . .., 374
catalyse dans I’eau,””' ou pour réduire leur cytotoxicité.’’*>”

Les exemples de nanoparticules métalliques stabilisées par des polymeéres hyperramifiés en
milieu aqueux sont encore peu nombreux. Le groupe de Kuo montre cependant que le
polymere hyperramifié¢ poly(allylamine) sur lequel est greffé le PEI (PAA(EDn) est un
meilleur stabilisant pour des nanoparticules d’argent que le polymeére linéaire de structure
similaire PAA.>’® De méme, ils ont synthétisé des nanoparticules de cuivre stables dans I’eau
en présence de polyethyléne amine poly(oxypropyléne diamine) hyperbranché.’’” Notre

équipe a utilisé des polymeres hyperbranchés analogues de PAMAM,> 37

et également des
PEI avec des groupements terminaux amines ou sucres, pour synthétiser et stabiliser des

nanoparticules métalliques (Cu, Ag, Au et Pt) dans I’eau.’®

IV-1.6.c) Stabilisation par des polyméres amphiphiles

Les copolymeres a bloc, constitués de blocs hydrophobes et hydrophiles, possédent un
caractere amphiphile similaire aux tensioactifs. Ils peuvent donc s’adsorber a des interfaces

hydrophiles/hydrophobes ou former des objets en solution (micelles, vésicules,

381
).

nanospheéres... La formation de nanoparticules métalliques, d’oxydes métalliques, et de

chalcogeénes métalliques dans des nanostructures de polymeres a bloc a regu une attention

382, 383

considérable. Dans la plupart des cas, la formation des particules est réalisée en

r \ 384 \ r r .
présence des polymeres.” Lorsque le polymére complexe les précurseurs métalliques, la
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structuration en agrégats peut étre modifiée. Quelques exemples de 1’utilisation des polymeéres

amphiphiles dans la synthése et la stabilisation des nanoparticules dans 1’eau seront donnés.

Le plus grand nombre d’exemples concerne 1’utilisation de micelles de copolymeres a blocs
pour la synthése de nanoparticules en milieu aqueux. Ainsi, Bronstein utilise des micelles de
polymeres amphiphiles a base de polybutadiene (PB) et de poly(oxyéthyléne) comme des
nanoréacteurs pour la formation de nanoparticules de platine et de palladium. Les doubles
liaisons du PB complexent les sels métalliques, qui sont ensuite réduits pour former les
nanoparticules. Park synthétise des nanoparticules d’or et de palladium dans des micelles de

385
Dans ce cas, comme dans de nombreux

poly(2-ethyl-2-oxazoline)-b-poly(caprolactone).
autres, les particules sont formées dans le cceur des micelles. Cependant, il est également
possible de former des particules dans la couronne hydrophile des micelles.’® Par exemple
des QDs de CdS ont pu étre obtenus dans la couronne de micelles de poly (styrene)-b-

poly(vinylpyridinium).**’

D’autres structures, plus complexes, a base de copolymeres amphiphiles ont également permis
I’obtention de nanoparticules en milieu aqueux. Ainsi, un polymére constitué de trois blocs
différents peut se structurer en nanosphéres.”®® La réduction de sels de palladium au ceeur de
ces nanospheres a permis 1’obtention de nanoparticules qui peuvent ensuite étre dispersées
dans I’eau. Par ailleurs, des nanoparticules d’or stables dans 1’eau ont été formées dans des
structures vésiculaires, résultant de I’association de diblocs contenant des peptides en hélice
(hydrophobes) et un PEO (hydrophile).”® Dans un autre exemple, des composites polyméres
/nanoparticules ont été obtenus via 1’auto-association de copolymeres comportant un bloc
hydrophobe poly(methyl methacrylate) et un bloc hydrophile (poly(dimethacrylate)) réticulé
autour des ions Pb*". Ces copolyméres forment de gros agrégats avec une couronne
hydrophile riche en ions Pb*" qui peuvent étre aisément convertis en particules de PbS par

simple bullage d’H,S.**°

Les polyméres triblocs amphiphiles forment également des micelles — soit sphériques, soit
cylindriques- qui peuvent étre utilisées pour la synthése de nanoparticules. Ainsi, des
copolymeres triblocs poly(acide acrylique)-poly(styréne)-poly(oxyethyléne) ont été utilisés

1 et de nanoparticules de CdS.*”* Les triblocs

dans la synthése de nanofils de CdTe
amphiphiles les plus souvent utilisés et les plus largement étudiés pendant ces dernicres
années sont les Pluronics®. Ces polymeéres neutres a base de polyoxyéthyléne (PEO) et

polyoxypropylene (PPO) « PEO-PPO-PEO » sont disponibles dans une large gamme de
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compositions (différentes longueurs de chaines PEO, PPO, ainsi que plusieurs masses
moléculaires). Quelques exemples de synthéses de nanoparticules assistées par des Pluronics
sont reportés dans la littérature. Nous développerons en détail les propriétés des Pluronics et

leurs applications a la synthése des nanoparticules dans le chapitre 2.

1V-1.7. Stabilisation chimique.

Un autre probléme dans les dispersions des nanoparticules, est la dégradation chimique des
matériaux constitutifs. En effet dans le cas des nanomatériaux, le nombre d’atomes présents
en surface est relativement grand, et donc susceptible de subir des attaques chimiques. Ce
probléme est particuliérement important avec des nanoparticules de métaux de transition tels
que le fer, le nickel, ou le cobalt qui peuvent étre facilement oxydés. De méme les
nanoparticules semi-conductrices telles que les chalcogenides métalliques (Te...) sont
sensibles a I’air et peuvent étre complétement dissoutes en présence d’oxygeéne ou de lumiére.

Cependant ce probléme est souvent résolu par déposition chimique de métal moins sensible a

393 394-396

I’oxydation (exemple platine sur cobalt),””” ou de silice, a la surface des nanoparticules,

397
Dans notre cas,

ce qui permet de former ce qu’on appelle des nanoparticules « core-shell ».
ce probléme n’est pas trés important car nous avons choisi ’or comme modéle de
nanoparticule dans cette thése (voir Chapitre 2). Ce dernier est stable chimiquement dans la

plupart des environnements. On va donc par la suite se limiter a la stabilisation colloidale.

V. Objectifs de la these

La thése porte sur la stabilisation des nanoparticules métalliques dans I’eau. On a cherché a

développer de nouvelles stratégies de stabilisation par des molécules amphiphiles. En effet,
nous avons pensé que les interactions d’association entre les amphiphiles peuvent leur

permettre de s’auto-organiser autour des particules et procurer une stabilisation efficace.

La stabilisation par des amphiphiles apporte un certain nombre d’avantages :
- On évite les liens covalents avec la surface des nanoparticules, ce qui permet de
préserver leurs propriétés, et également d’éviter la modification de 1’agent stabilisant.
En effet, dans la plupart des cas, les stabilisants (polymeére ou autre), se lient d’une
manicre covalente a la surface des nanoparticules, voire, sont utilisés comme agent

, 351
réducteur.
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- En Dl’absence de lien covalent, cette stratégie n’est pas spécifique a un type de

particule, donc elle doit étre généralisable a une grande variété de matériau.

On a choisi d’utiliser des polyméres amphiphiles, essentiellement triblocs mais aussi des
diblocs, comme agents stabilisants. En effet, les agrégats formés avec les polymeres sont plus
stables qu’avec des tensioactifs, car les dynamiques sont plus lentes. Dans ce but, on a choisi
les Pluronics® de formule (EO4-POy-EOy). Ces polymeres amphiphiles neutres, sont
commercialisés dans une large gamme de composition ce qui va nous permettre d’étudier

I’effet de la structure sur la stabilisation.

Notons bien qu’on ne s’intéresse pas a la synthése de nanoparticules en présence de
polymeére, mais qu’on cherche a trouver des procédés de stabilisation a posteriori. Pour cela
on a donc synthétis¢é d’abord des nanoparticules de taille et de forme bien définie, sur
lesquelles nous avons testé les différents stabilisants. Cette méthodologie permet de comparer
I’effet stabilisant des différentes structures sur des particules parfaitement identiques, ce qui

n’est jamais le cas dans les travaux reportés dans la littérature.

Dans cette thése, on s’est intéressé tout d’abord a I’influence de la structure du polymeére
(taille, longueur des chaines hydrophobes et hydrophiles) sur la stabilité¢ colloidale. Une
comparaison de la stabilité en présence des triblocs PEO-PPO-PEO, et des diblocs PEO-PPO
a également été effectuée. Ensuite, nous avons cherché a comprendre les associations
nanoparticule/polymére en caractérisant leurs agrégats par plusieurs techniques physico-
chimiques (DDL, SANS, TEM et Cryo-TEM). Des sondes hydrophobes sont solubilisées dans
la zone hydrophobe des stabilisants. Enfin une étude préliminaire de cytotoxycité de ces

systémes sur des cellules de fibroblastes a été effectuée.
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I. Choix du systéme et état de |'art

Comme nous l’avons vu dans le chapitre précédent, les nanoparticules possedent des
propriétés (optiques, électroniques...) uniques qui peuvent étre utilisées dans de nombreuses
applications. Pour limiter I’agrégation en solution, il est nécessaire d’employer des agents
stabilisants.

Dans ce contexte, nous cherchons a développer de nouvelles stratégies de stabilisation de
nanoparticules dans I’eau, en évitant de former des interactions covalentes entre le stabilisant
et la surface des nanoparticules, ce qui risquerait d’inhiber leurs propriétés. On va utiliser des
polymeres amphiphiles, car on pense que ces molécules sont capables de s’auto-organiser
autour des nanoparticules. Dans ce chapitre nous développerons cette stratégie, et on essayera
de comprendre I’effet de la structure de ces molécules, et les parameétres importants pour
réaliser une stabilisation efficace. Pour développer cette stratégie, il faut tout d’abord choisir

un systéme stabilisant/particule.

I-1. Choix du systéme particule — stabilisant

I1-1.1. Choix des nanoparticules

Pour aborder I’étude de la stabilisation de nanoparticules dans I’eau, il faut tout d’abord faire
le choix des nanoparticules. Notre choix s’est porté sur I’or. En effet, a cause de leurs
propriétés optiques et ¢€lectroniques particuliéres, les nanoparticules de métaux nobles
trouvent des applications intéressantes en catalyse et en biosciences." * De plus, pour les
petites particules de métaux nobles (Au, Ag, Cu), les oscillations des électrons de conduction
donnent lieu a des plasmons de surface localisés. Ces derniers sont associés a une
augmentation significative a la fois des phénomenes d'absorption et de diffusion de la lumiére.
L’absorption optique liée au plasmon permet de sonder la structure des petites particules

(taille, forme), et également leur état d’agrégation.

Parmi les métaux nobles, 1’or offre le plus d’avantages, car les nanoparticules d’or sont
synthétisées facilement et présentent une grande stabilité chimique.” Comme modéle de
nanoparticules dans ’eau, nous avons donc choisi les nanoparticules d’or. Ces dernicres
peuvent €tre obtenues par plusieurs méthodes de synthése. La plus facile a accomplir, c’est
la méthode chimique, qui se base sur la réduction d’un précurseur d’or (sel ou acide) par un
agent réducteur (citrate de sodium, borohydrure de sodium...).

Parmi les méthodes chimiques standards de préparation de nanoparticules d’or, la plus connue

est celle décrite par Turkevich en 1951. Il s’agit d’une réduction de 1’acide chloroaurique par
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du citrate de sodium. L’effet de la température et de la concentration des réactifs sur la taille
finale des nanoparticules est bien décrit. La diminution de la quantité¢ de citrate de sodium
s’accompagne d’un changement de couleur de la solution colloidale, li¢ a ’augmentation de
taille des nanoparticules. La cause de cette variation de taille selon les conditions

expérimentales est un mécanisme en deux étapes successives : la nucléation et la croissance.

I-1.2. Choix de I’agent stabilisant

Comme nous I’avons décrit dans le premier chapitre, divers procédés sont utilisés pour
obtenir des nanoparticules dispersées et stables en milieu aqueux. Souvent, il s’agit d’un
greffage iono-covalent de 1’agent stabilisant a la surface des nanoparticules. Une autre

possibilité consiste a insérer les particules dans des structures organisées (micelles...).

Notre but dans I’équipe est de stabiliser les nanoparticules dans 1’eau, plus précisément dans
des milieux aqueux a haute force ionique. Notre stratégie se base sur 'utilisation de nouveaux
agents stabilisants, qui ne forment pas une forte interaction avec la surface des nanoparticules.
Ceci permet d’éviter ’inhibition de I’activité de surface de ces derniéres. On cherche a
compenser cette faible interaction stabilisant/particules par des interactions inter-stabilisant.
On a choisi d’utiliser des polymeéres amphiphiles, hydrophiles-hydrophobes-hydrophiles,
comme agents stabilisants. En effet, les agrégats formés avec les polymeres sont plus stable
qu’avec des tensioactifs, car les dynamiques sont plus lentes. Dans ce but, on a choisi les
Pluronics® de formule EO,PO,EO,, car ils sont amphiphiles, neutres, et commerciaux. Une
grande variété de structures est commercialement disponible, ce qui permet I’étude de
I’influence de la structure du polymere sur la stabilisation. Dans un souci de comparaison,

nous nous sommes également intéressés au cas des diblocs EO4PO,.

I-2.  Structure et propriétés des Pluronics®

Les copolyméres triblocs a base de polyoxyéthyleéne et polyoxypropyléne (EOPOyEOy), sont
connus commercialement sous le nom de Pluronics® (BASF), Poloxamer (ICI), etc. Leur

structure est présentée sur le schéma ci-dessous.
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HO— (CHz—CHz—O)X—(CHZ—?H—O)y—(CHz— CHy0)—H

CH3

Ces copolymeres a blocs sont commercialisés avec une large gamme de structures (3 < x <
200; 16 <y < 69).* Leur balance hydrophile-lipophile (HLB) dépend du rapport de masse
PEO/PPO. Ainsi, un Pluronic avec un pourcentage ¢levé d’oxyéthyléne est significativement
soluble dans 1’eau. Le tableau ci-dessous présente tous les Pluronics (BASF) utilisés durant
cette étude, avec leur masse moléculaire, leurs structure, leurs valeurs de CMC extraites de la
littérature. Les différentes séries de ces polymeéres utilisées dans ce chapitre sont aussi

présentés dans ce tableau.

nombre total s
— nombre d’unités
My, | drunités EO7 (M) Series
Nom | (9-mol™) polymére PO/ polymére
POl1 |PO2 | EO1 |EOQ2| M1 | M2
L62 2500 12 34 9,6 X
L64 2900 26 30 26 X
P65 3400 38 29 38 X X
P84 4200 38 43 6,2 X X
P85 4600 52 40 8,7 X
P123 5750 38 69 0,05 X X
P104 5900 54 61 0,51 X X
F68 8400 152 29 18 X X
F88 11400 206 39 12 X X X
F127 12600 200 65 0,56 X X
F108 14600 264 50 3,1 X
PEG 8000 182 0 - X

Tableau 1 : Copolymeres a bloc EO.PO,EO; utilisés dans cette étude et leurs propriétés.
Toutes les données sont extraites de la référence’ (5) et les valeurs de cme sont données d 25
°C, a l'exception de F68 et L62, qui sont données, respectivement, a 27 °C et 20 °C et
extraites des références (6) et (16). *'°
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Dans la suite on va rappeler les caractéristiques des solutions aqueuses de ces copolymeres,
ainsi que leurs applications a la solubilisation des produits hydrophobes (détergence,
vectorisation...) et en particulier a la stabilisation et/ou la synthése des nanoparticules dans

I’eau.

1-2.1. Les agrégats formés par les Pluronics® dans I'eau

Le comportement des solutions aqueuses de ces copolymeres tensioactifs a été largement
examiné depuis plusieurs années.” Quand la concentration est supérieure a la Concentration
Micellaire Critique (CMC) a température constante, ou quand la température est supérieure a
la Température Micellaire Critique a concentration constante (CMT) ces polyméres forment
des micelles dans 1’eau, constituées d’un coeur hydrophobe «PPO» entouré par une couronne
extérieure hydrophile hydratée «PEO».* La taille et la morphologie des agrégats dépendent
fortement des longueurs de chaines EO et PO, ainsi que de la concentration, et des parameétres
environnementaux tels que la température et la qualité du solvant (présence de co-solvant,

d’autres tensioactifs et d’¢électrolytes...).” "

Pour des solutions diluées a semi-diluées, les CMC et les CMT des Pluronics ont été

14-18

largement étudiées en utilisant plusieurs techniques.'* Par exemple, le groupe de

Hatton™ !’

a publi¢ une série d'articles sur la micellisation des Pluronics. Ils ont utilisé les
mesures de tension superficielle, et la solubilisation d’une sonde hydrophobe suivie par
fluorescence pour déterminer les CMC et CMT, et ils ont établi un bon accord entre les deux

techniques. L utilisation de la DSC & haute sensibilité par le groupe de Beezer,'” *°

a permis la
détermination de la variation d'enthalpie correspondant a la micellisation de 27 copolyméres,
ainsi que de leur température micellaire critique (CMT). L'analyse de ces données en fonction
de la composition des polymeres, a montré une contribution dominante de la chaine
hydrophobe « PPO», a la fois dans le changement de 1'enthalpie et la valeur de la CMT. Cette
contribution a été interprétée comme une conséquence de la déshydratation des unités PO
associées a la formation de micelles. La formation de micelles de Pluronics est fortement
dépendante de la température, la CMC baissant de deux a trois ordres de grandeur avec une
élévation de température de 20 °C."" Ceci est du a la déshydratation des blocs PEO et PPO.?!
On note aussi une augmentation du rayon du cceur hydrophobe des micelles, due a la
participation de segments EO déshydratés. De nombreuses techniques telles que : la diffusion

de la lumiére,” la diffusion de neutrons aux petits angles,” D’infrarouge a transformée de

. 24,25 26, 27 28 , .29, 30 . e 7,31
Fourrier,”™ = la RMN,™ " la CPG,” la rhéologie,” ™ la microcalorimétrie,” > la Cryo-
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TEM,*>... ont été utilisées pour I’étude de 1’auto-association des Pluronics en solution
aqueuse. Comme conclusions générales, ces ¢tudes ont vérifi¢ que la CMC diminue : (1)
quand la longueur de la chaine PO augmente, (2) quand la balance hydrophobe-hydrophile

augmente, et (3) quand la température augmente.

Les valeurs expérimentales de CMC et CMT ne sont pas tout a fait les mémes d’une
technique a I’autre, mais en gros une gamme de concentrations ou de températures est définie.
Hollande a examing les origines des écarts importants de CMC signalées pour ces polymeéres.
I1 a utilis¢ une sonde fluorescente pour analyser 1'agrégation, et a constaté que ce processus se
produit en une série d'étapes, en identifiant un maximum de quatre régions différentes
(changements spectraux) quand la concentration en polymére est augmentée.®> En plus, on
observe généralement deux ruptures de pente dans le graphe de la tension de surface en
fonction de la concentration.* Ceci peut étre du a une pré-agrégation avant la CMC
(formation de dimeére, trimere...). Par ailleurs des anomalies de turbidité sont observées avec
certains copolymeres. Par exemple, le diagramme de phase du L62 dans l'eau montre deux

points troubles.”

Bien que ces polymeres ne portent pas de charges, 1’addition de sels a aussi une influence sur
le point trouble, la CMC, la CMT, et la gélification, ceci a cause de la déshydratation des
unités oxyéthyléne.”® Par exemple, la présence de sel fait que les micelles sont formées a des
CMC et CMT plus faibles.!” 37 3 Les sels a base de F, CI, Br, I', conduisent a une
augmentation de 'auto-hydratation de l'eau (liaisons hydrogéne entre molécules d’eau, ce qui
réduit 1'hydratation des copolymeéres, et par conséquent diminue la CMC et la CMT et le point
trouble dans l'ordre de F* > CI'> Br" > I). La transition des structures de micelles sphériques a
allongées en présence de ces sels se fait aussi a des concentrations/températures plus
faibles.*® * *° Pour les copolyméres les plus hydrophiles qui ne forment pas de micelles 4 la

température ambiante, ces sels permettent de provoquer la formation de micelles et/ou du

41 12
L.

Au contraire, les sels avec SCN’,” ou l'urée agissent comme briseurs de I'auto-

ge
hydratation de l'eau et par conséquent l'augmentation de I'hydratation du copolymere, et

élevent la CMC et la CMT.***®

En solutions concentrées ou a des températures plus élevées, les Pluronics forment diverses

structures comme des micelles cylindriques, des cristaux micellaires ou des gels, ce qui se

traduit généralement par un changement spectaculaire dans la viscosité (Figure IL. 1).% 23144

47
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Figure 1. 1 : Schéma illustrant la cristallisation des micelles de Pluronics en phase cubique
micellaire.

1-2.2. Applications des Pluronics

Les copolyméres a bloc EOLPOyEO, forment une classe importante d'agents de surface, qui a
trouvé des applications industrielles trés importantes dans la détergence, la dispersion et la
stabilisation, la formation de mousse, I’émulsification, la lubrification, les industries
pétrolicres, les cosmétiques, la peinture etc... En plus, pour certains polymeéres une
gélification thermoréversible a une température proche de la température du corps (37°C) peut
avoir lieu.*® La stabilité des micelles leur confére des applications en médecine comme la
vectorisation et la libération controlée des médicaments.”' Dans ce paragraphe on va citer

quelques exemples d’utilisation des Pluronics.

Le cceur des micelles de Pluronics a été utilisé comme micro-container pour solubiliser des
produits hydrophobes en milieu aqueux.*” *** Ainsi, le P123 peut solubiliser des dérivés de

benzoporphyrine utilisés en thérapie photodynamique.™-

Il est connu que les micelles contenant des blocs de poly(oxyde d'éthyléne) sont stabilisées
stériquement, et subissent moins d’opsonization et d'absorption par les macrophages du
systeme réticuloendothélial, ce qui permet de faire circuler les micelles plus longtemps dans
le sang.®’ Les Pluronics sont apparus comme un systéme efficace pour la délivrance de
médicaments avec des effets multiples. En effet, 'incorporation du médicament dans le cceur
des micelles permet une augmentation de la solubilité, une stabilit¢ métabolique, et un temps

%626 Pe plus, ces matériaux sont non irritant, et présentent une

64, 65

de circulation plus long.

bonne compatibilité cellulaire avec différents types de cellules. De nombreux agents

. S r . . 51,66
cytotoxiques, ou drogues, ont été chargés dans des micelles de Pluronic.””
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Les cellules cancéreuses surexpriment généralement la P-glycoprotéine (P-GP), qui expulse
activement les principes actifs hors du compartiment cellulaire. Il a ét¢ montré que les
Pluronics peuvent inhiber ce processus de résistance cellulaire aux traitements

66-68 69

anticancéreux. De plus, le Pluronic P85 induit l'augmentation dans la fluidité¢ des

membranes des cellules endothéliales.’® 7!

Il a été utilisé pour augmenter le transport d'un
certain nombre d'agents thérapeutiques a travers un modele de barriere hémato-encéphalique,

et des cellules de type Caco-2.”

Des modifications des Pluronics ont eu lieu ces dernieres années afin d’améliorer leur
potentiel biomédical.”* ™ Ainsi Oh a montré qu’un mélange L121/F127 forme des dispersions
stables de particules de petite taille, capables d’améliorer la solubilisation d’une sonde modele
insoluble dans I’eau.”” Lemieux a montré qu’une combinaison L61/F127 utilisée pour la
formulation de I’ADN pour [I’injection intramusculaire, augmente significativement
I’expression intramusculaire de ’ADN plasmidique (10 fois de plus comparé a ’ADN nu
injecté de la méme maniére).”® Des agrégats de Pluronics modifiés et de polycations sont
utilisés pour la délivrance des génes.”’ D’autres possibilités consistent a réticuler la couronne
des micelles de Pluronic, afin d’augmenter leur stabilité et leur efficacité comme véhicules de

, 1 78,79
médicaments. ™

1-2.3. Applications a la synthése et a la stabilisation de
nanoparticules dans I'eau

Les Pluronics sont trés souvent utilisés pour la synthése et la stabilisation de nanoparticules

dans I’eau. On a sélectionné dans ce paragraphe quelques exemples.

Dans la plupart des cas, les Pluronics sont utilisés comme agents stabilisants in sifu pendant la
synthése des nanoparticules, afin d’en limiter la croissance® et d’induire la morphologie
finale des nanostructures.*"” ® Liu a étudié¢ 1’effet de Pluronics sur la morphologie de
nanocristaux de PbS synthétisés a température ambiante dans 1’eau, I’éthanol, et leur mélange.
Leurs résultats montrent I’effet décisif de la longueur de la chaine PEO et du solvant sur la
morphologie des nanoparticules.*> Des particules de CdS en forme étoilée, sphérique
(creuse),™ et de batonnet®' ont été synthétisées en présence de P123. Wang a montré effet de
la concentration de P123 sur le controle de la morphologie (étoile, carré...) des cristaux de
BaSO, en solution aqueuse.®” Des nanoparticules de platine sont également synthétisées dans

I’eau en présence de Pluronics comme agent stabilisants.*® Par exemple, Niesz synthétise des
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nanoparticules de platine en deux étapes. La premiére étape consiste a former des germes
d’environ 3,5 nm par réduction d’un précurseur de platine en présence de L64. Ensuite, I’ajout
de différentes concentrations d’acide hexachloroplatinique conduit a la formation de
nanoparticules de platine de tailles différentes.®” Récemment Zhang a utilisé les micelles de
Pluronics pour contréler la forme, la taille et les microstructures d’agrégats de plaquettes de
ZnO (pyramidaux ou hexagonaux) en solution aqueuse.*® Les Pluronics peuvent étre aussi
utilisés pour le transfert de nanoparticules synthétisées dans un solvant organique vers ’eau.
Par exemple, Gonzales a récemment utilisé le F127 pour transférer d’'une manicre efficace,

des nanoparticules d’oxyde de fer du toluéne vers I’eau.*

On note particuliérement les travaux faits ces derniéres années par Alexandridis et ses
collaborateurs. Ils ont développé une synthése facile et environnementale de colloides d’or
dans I’eau. Dans ces travaux, les Pluronics sont utilisés comme agents stabilisants et
réducteurs a la fois. L’oxydation des groupements hydroxyles terminaux des blocs PEO
conduit a la réduction du précurseur d’or.”” Des nanoparticules d’or de taille variée sont
obtenues avec des temps de réaction différents et différents polymeéres. La chaine hydrophobe
PPO joue un réle important pour accélérer la vitesse de la réaction, ainsi que la stabilité dans
le temps de ces nanoparticules. L augmentation de la taille du PEO conduit a I’augmentation

5, 91
» 77 D’autres

des tailles des particules, tandis que la chaine PPO a une influence opposée.
études plus poussées basées sur la méthode de syntheése d’ Alexandridis ont été aussi faites par
Chen et son équipe. En effet, ils ont ¢tudié I’effet de la structure des micelles de Pluronics sur
la stabilisation de nanoparticules résultantes de 1’auto-réduction en présence de sel. Ils ont
montré que plus le cceur de la micelle est hydrophobe, plus ces derni¢res sont capables
d’enrober les clusters primaires d’or, et par conséquent d’assurer une meilleure stabilité des
nanoparticules.”””* Une autre synthése de nanoparticules d’or de différentes morphologies, en
présence de micelles de Pluronics, et de micelles mixtes de deux Pluronics est effectuée par
Bakshi.”” Il s’agit de réduire un précurseur d’or (HAuCly) en présence de micelles de
Pluronics par du NaBH,4. Les nanoparticules d’or se forment dans les couronnes PEO des
micelles. Aux plus fortes concentrations les nanoparticules se forment dans les interstices

aqueux entre les micelles en interaction, conduisant a la formation de structures variées

(batonnet, triangle).”

Dans toutes ces ¢tudes la concentration en polymere est trés €élevée, généralement supérieure

a la CMC, donc en présence simultanée de micelles et du polymere libre. Afin de mieux
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comprendre ’effet stabilisant des Pluronics, nous avons décid¢ de travailler au-dessous de la
CMC, ce qui nous permet de supposer que les polymeres existent seulement sous forme
d’«unimeres». De plus, la synthése des nanoparticules est faite a part, afin d’éviter toute

modification chimique des Pluronics durant la synthése.

Notre but est de mieux comprendre 1’effet de ’architecture moléculaire sur la stabilisation des
nanoparticules dans I’eau. On va essayer de comprendre le role des deux chaines hydrophiles
(PEO), de la chaine hydrophobe (PPO), ainsi que de la taille totale du polymere (My,) sur la
stabilité¢ dans le temps. Ces études de comparaison de ’effet stabilisant de chaque polymeére
ont eu lieu en utilisant la méme solution d’or colloidal au départ. Ensuite, I’effet de la
variation de la concentration en polymére ou en nanoparticules a haute force ionique en

présence de sel (0,9 M NaCl) ou en milieu acide (pH~1,5) est effectué.

I-3. Synthese des nanoparticules d’or

Nous avons donc choisi de synthétiser des nanoparticules d’or dans 1’eau, par réduction d’un
sel d’or avec du citrate de sodium. Les nanoparticules obtenues par cette synthése, ont un
diamétre d’environ 12 nm.

Afin de comprendre le rdle du citrate de sodium dans la réaction, une étude chimique a été
faite par Turkevich en 1950,”° pour mieux définir les produits intermédiaires et finaux.
L’oxydation de I’acide citrique par des réactifs variés conduit a la formation de I’acétone

diacide carboxylique (Figure II. 2).

H,—COOH H,—COOH
oxydation T
HO—C——COOH > |C:O + H, +CO,
CH,—COOH CH,—COOH

Figure 11. 2 : Schéma général de I’oxydation de I'acide citrigue.”’

Lorsque de I’acétone dicarboxylate de sodium est ajouté a une solution bouillante d’acide
chloroaurique, un changement rapide de couleur du jaune au bleu est observé, puis en

quelques secondes, une solution colloidale rouge est obtenue. Ce comportement est similaire a
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celui observé durant la synthése de nanoparticules d’or, par la méthode utilisant les ions
citrates comme agent réducteur.
La réaction de synthése des nanoparticules d’or, aprés réduction de I’acide

tétracholoroaurique avec du citrate de sodium se fait selon le schéma réactionnel suivant :

H,COO, N& CH,.COO CHj

HO—C——CO0 N& + HAuC,, 3 Ho0—ReW Ay (0)+ =0 1 ¢==0+NaCl + CO, + HCO,H

CH,COO, N& CH,COO™ CH,COO"

Figure Il. 3 : Schéma réactionnel de la formation de nanoparticules d’or dans I’eau, par
réduction de I’acide tétrachloroaurique avec du citrate de sodium.”’

La réaction présente une période d’induction qui correspond au temps suffisant a la formation

d’une quantité d’acétone dicarboxylate nécessaire pour la nucléation.

Le nombre total de nucléi augmente avec la concentration en ion aurique et citrique, et passe
par un maximum a une température entre 40 et 70°C. Cette dépendance inhabituelle avec la
température, peut étre associée avec |’observation, que des solutions diluées d’acide
dicarboxylique se décomposent a une température d’environ 60°C. Par conséquent au dessus
de cette température, la tendance a produire un nombre plus élevé de nucléi est compensée par

la faible concentration de 1’acétone dicarboxylate due a cette décomposition.

I-4. Bande de résonnance plasmon des nanoparticules de métaux
noble

1-4.1. Introduction

Une caractéristique des solutions colloidales de nanoparticules de métaux nobles (or, argent
ou cuivre) est la couleur de leurs solutions colloidales, due a une forte absorption dans le

spectre du visible, appelée bande de résonnance plasmon de surface (BPS).

Les nanoparticules d'or ont été utilisées comme pigment de couleur rubis pour les vitraux
depuis le 17¢me siécle.”® Faraday a suggéré que la couleur rouge est due a l'or métallique sous
forme colloidale, et Mie est le premier qui a expliqué ce phénomene théoriquement, en 1908
par la résolution de l'équation de Maxwell pour la dispersion et 1'absorption du rayonnement

¢lectromagnétique par des particules sphériques. Depuis, le calcul des spectres de particules
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est possible, puisque la fonction diélectrique du matériau est connue.” Dans le paragraphe

suivant, nous tenons a expliquer 1’origine de ce phénomene, et a en présenter un apergu

compréhensible.

1-4.2. Origine physigue de I’'absorption plasmon

L'origine physique de l'absorption de la lumiere par des nanoparticules métalliques est
l'oscillation cohérente des électrons de la bande de conduction dans les trois dimensions de
I’espace, qui donne lieu a des plasmons de surface localisés. Ces résonances sont associées a
une augmentation significative a la fois des phénomenes d'absorption et de diffusion induits
par l'interaction avec le champ électromagnétique. Ils sont un effet de la petite taille de
particules, dans la mesure ou elles sont absentes dans les atomes individuels, ainsi que dans le

matériau massif.'®

Lorsque les nanoparticules sont beaucoup plus petites que la longueur d'onde de la lumicere,
on peut considérer que tous les électrons confinés dans une nanoparticule voient le méme
champ, a un moment donné «t». Le champ électrique est donc considéré comme indépendant
de la position dans la particule. Cette approximation est appelée «quasi-statique». Le
déplacement du nuage d'électrons sous l'effet d'un champ électrique mene a la création de
charges de surface, positives ou le nuage fait défaut (manque d’électrons), et négatives ou le
nuage est concentré en ¢€lectrons (Figure II. 4). Cet aspect justifie 1’utilisation du terme
«surface» dans la désignation du phénoméne global. Une différence de charge nette existe
donc seulement a la surface de la nanoparticule qui peut étre considérée comme un dipdle
¢lectrique (Figure II. 4). Cette répartition de charge dipolaire impose une nouvelle force sur le
nuage ¢lectronique. Les €lectrons subissent donc une de force de restauration qui est en conflit
avec le champ électrique externe. La position x, d'un électron participant a 1’oscillation est
alors régie par I’équation :
d°x dx

a7 - ”-‘uf‘m + Kx = eE

Mg

ou K est la force de rétablissement, m. est la masse effective de I’¢lectron, e la charge de
I’¢lectron, E le champ électromagnétique et I' est la constante d’amortissement. Cette
approche n'a jamais été utilisée pour résoudre le probléme, mais c'est un bon modele pour
comprendre la bande plasmon de surface. Cette équation décrit le mouvement d’un oscillateur

harmonique amorti classique soumis a une contrainte. La solution de cette équation est
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connue, et donnée par 1’équation ci-dessous (o wr = (K/m.)" est la fréquence propre du

systeme).

eE
me(wg — w* —il'w)

La couleur observée provient donc de la forte absorption des nanoparticules métalliques
quand la fréquence du champ électromagnétique entre en résonance avec le mouvement des

¢électrons.

44
@ +
Nanoparticle Inverse of Electrons
Incoming Light on Nanoparticle

Surface

Figure 11. 4 : Origine de la résonance plasmon de surface due a l'interaction cohérente des
électrons de la bande de conduction avec la lumiére.'”

1-4.3. Propriétés spectrales des nanoparticules métalligues

La résonance plasmon de surface a été expliquée par la théorie de Mie en 1908, y compris les
propriétés optiques linéaires, telles que 1'extinction et la dispersion par des petites particules
métalliques sphériques. Dans ce paragraphe, on discute la dépendance des spectres

. . . . . . 101
d'absorption optique de nanoparticules d'or avec la dimension, la forme et I’environnement.

1-4.3.a) Effet de la taille des nanoparticules

Dans la théorie de Mie, le coefficient d'extinction de petites particules métalliques résulte de
toutes les oscillations multipolaires, électriques et magnétiques contribuant a 1'absorption et a
la dispersion du champ ¢électromagnétique en interaction. Dans la limite quasi-statique
(environ 25 nm pour les particules d'or), les oscillations plasmoniques correspondent au

102

premier terme du développement multipolaire. Le coefficient d'extinction k£ est

proportionnel a :
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k ~ S (1)

ou € est la constante diélectrique du milieu ambiant (supposée étre indépendante de la
fréquence). Les constantes €, et €, représentent les parties réelles et imaginaires de la fonction
di¢lectrique du matériau respectivement (e(®) = €;(®) + 1 €(w)) ou w est la fréquence

angulaire de la lumiére).

La condition de résonance plasmon est donc a peu pres respectée quand €;(@) = -2€n, Si € est
faible ou faiblement dépendante de @. Selon I’équation 1, 1’absorption plasmon est
indépendante la taille dans I’approximation dipolaire. Toutefois, expérimentalement un effet
de taille sur la largeur du plasmon est observé, la largeur augmentant quand la taille des
particules diminue. En fait, il est bien établi que la largeur de la bande plasmon est
inversement proportionnelle au rayon r, pour des particules de taille inférieure a environ 20

nm.

La théorie de Mie a facilité l'explication des spectres d'absorption optique de nanoparticules
métalliques. Cependant, un effet de dépendance de la taille est introduit dans 1'équation 1 du
régime quasi-statique, en supposant une fonction diélectrique dépendante de la taille du

matériau e(w, R).'”

La fonction diélectrique peut étre écrite comme la combinaison d'un
terme inter-bande €p(®), comptant pour la réponse des ¢€lectrons d, et un terme de Drude
ep(w), tenant compte de la conduction des électrons libres seulement (e(w) = (@) + ep(w)).

Ce dernier est donné dans le modéle d'électrons libres par l'expression suivante :

-

w

P

(2)

eplw)=1——""
v w” +iyw

ou a)p2 = [nez/(eomeﬁf)] est la fréquence plasmon dans le matériau massif, exprimée en fonction
de la densité d'électrons libres n, de la charge de I'¢lectron e, de la permittivité du vide g, et
de la masse effective des ¢électrons mgy; 7y est une constante d'amortissement
phénoménologique, ¢gale a la largeur de la bande plasmon dans le cas d’un gaz parfait
d'électrons libres, dans la limite de y << @. Le parametre vy est li¢ au libre parcours moyen des
¢lectrons. Pour une petite particule, I’effet de taille devient important, puisque le libre
parcours moyen des électrons de conduction, typiquement de l'ordre de la dizaine de
nanometres dans les métaux nobles, est limité en raison de la taille de la particule. y devient

donc une fonction du rayon r de la particule.
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Avg
V("):V()+T (3)

ou Yo est la constante d'amortissement du matériau massif, vp est la vitesse des électrons du
niveau de Fermi, et A est une constante. En résumé, la dépendance avec la taille des
particules dans le régime quasi-statique est introduite par l'hypothése d’une fonction
diélectrique dépendante de la taille du matériau € (@, R). D’un point de vue microscopique
elle résulte de la limitation du libre parcours moyen des électrons de conduction. Les
modifications dans le spectre d'absorption optique sont désignées comme étant des effets de

taille intrinseques.

Pour des nanoparticules de grande taille (> 25 nm pour les particules d'or), le coefficient
d'extinction dépend explicitement de la taille des nanoparticules, a travers les termes
multipolaires d'ordre supérieur, qui sont des fonctions du rayon des particules et contribuent a
I’absorption. Pour ces «grosses» particules, la largeur de la bande plasmon augmente avec la
taille, car la longueur d'onde A de la lumiére devient comparable a la dimension de la
nanoparticule. Cela conduit a une polarisation non-homogene des nanoparticules par le champ
¢lectromagnétique. L'¢largissement de la bande plasmon est généralement attribué a des effets
de retardation, a I'excitation des différents modes multipolaires, qui absorbent a des énergies
différentes. Ce comportement est considéré comme un effet de taille extrinséque, car la

dépendance de taille entre dans 1’expression totale de la théorie de Mie.

En conclusion, pour les petites tailles (limite quasi-statique), les effets de taille intrinséques
sont dominants et la largeur de la bande augmente quand la taille diminue. La bande plasmon
disparait pour des nanoparticules inférieures a 2 nm (cluster moléculaire). Pour les plus
grosses particules, la largeur de la bande plasmon augmente également, en raison des effets de
taille extrinseque. Cette relation entre la largeur des bandes plasmons et le rayon r des

particules est représentée dans la Figure II. 5b.'%*

Jusqu’a présent, seule la largeur de la bande plasmon a été discutée. Toutefois, la position du
maximum d’absorption dépend également de la taille des nanoparticules. Dans la région de
taille extrinséque, la position du pic d’absorption se déplace vers les grandes longueurs
d’onde, au fur et a mesure que des termes multipolaires d’ordre supérieur dominent. La
situation est plus compliquée pour les petites nanoparticules ou les effets de taille intrinseques

viennent dominer. Expérimentalement, a la fois un déplacement vers le bleu et le rouge du
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maximum de la plasmon ont été trouvés avec la diminution de taille. En outre, dans la région
intrinséque, 1’effet du changement de taille sur la position du maximum d’absorption reste
petit par rapport a la largeur totale de la bande (Figure II. 5). Ainsi, les maxima d’absorption
pour les plasmons des solutions colloidales illustrés sur la Figure II. 5b sont 517, 520 et 521
nm pour les nanoparticules de diamétre 9, 15 et 22 nm, respectivement. (Les particules de
diametre 48 et 99 nm situées dans la région de taille extrinséque montrent des maximums
d’absorption a 533 et 575 nm). Ainsi, la position du maximum du pic du plasmon n’est pas

bien adaptée a une discussion sur un effet de taille au sein du régime quasi-statique.
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Figure Il. 5: Spectres d’absorption des solutions colloidales de nanoparticules d’or de

diamétres variant entre 9 et 99 nm obtenues expérimentalement,"” montrant que le maximum
d’absorption se déplace vers le rouge avec [’augmentation de la taille des particules. b) La
largeur du plasmon (prise a la base) augmente avec la diminution de rayon des
nanoparticules dans la région de taille intrinseque, et augmente dans la région de taille
extrinseque comme le prédit la théorie. c) les coefficients d’extinction de ces nanoparticules
d’or a leur maximum d’absorption plasmon sont tracés en fonction de leur volume sur une
double échelle logarithmique. La droite est un fit des données, illustrant ainsi une dépendance
linéaire, en accord avec la théorie de Mie (équation 1)."”

1-4.3.b) Effet de la forme des nanoparticules

L'effet de la forme des nanoparticules sur la BPS a été beaucoup moins étudi€, en raison de la
complexité intrinséque du probléme, et des limitations de synthése. La BPS est cependant trés

sensible a la forme des particules.'” En effet, les changements géométriques provoquent un

89



Chapitre Il : Stabilisation de nanoparticules dans I’eau par des copolymeres a blocs
® ®

changement dans la densité du champ électrique sur la surface. Cela entraine une modification
de la fréquence d'oscillation des électrons, produisant ainsi différentes caractéristiques

optiques, d'absorption et de diffusion.'?"%

Pour des nanobatonnets d’or, par exemple, I’absorption plasmon se divise en deux bandes
(Figure II. 6), correspondant a l'oscillation des électrons libres le long des axes
perpendiculaire et transversal a l'axe du nanobatonnet.'® %> "% Le mode transversal montre
une résonance a environ 520 nm, ce qui coincide avec celui de la bande plasmon de particules
sphériques, tandis que la résonance du mode longitudinal est déplacée vers le rouge, et dépend
fortement de rapport d'aspect «AR» du nanobatonnet. AR est défini comme la longueur

divisée par la largeur du nanobatonnet."?
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Figure 11. 6 : Spectres d’absorption de nanoparticules d'or - de formes et de tailles variées.

1-4.3.c) Effet de I'environnement diélectrigue

La constante diélectrique du milieu environnant joue un réle prépondérant a la fois sur la
position du maximum du plasmon, et son intensité. C'est par exemple le cas lors du transfert
de nanoparticules a partir de l'eau vers une matrice d’oxyde transparente.''' Mulvaney et al.

ont montré que les nanoparticules d’or entourées d’une couche mince de silice, d'épaisseur
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croissante ont une bande plasmon déplacée vers le rouge, en raison d'une augmentation de la

constante diélectrique locale autour de la particule.'"?

Toutes ces considérations ne sont pertinentes que si les particules sont suffisamment éloignées
les unes des autres (elles ne sont pas en interaction). Cependant, ce n'est pas toujours le cas,
surtout quand les nanoparticules sont noyées dans une matrice, reli¢es par des oligoméres,'"
ou quand elles s’auto-organisent.''* Underwood a montré que la couleur de la solution
colloidale des nanoparticules d’or synthétisées dans I’eau (n =1,336), ainsi que dans un
mélange de butyle acétate (n = 1,38) et disulfure de carbone (n = 1,62) change du rouge pale a
violet Figure II. 7a. Ceci est observé en UV-visible par un déplacement de la bande plasmon

'3 Ung et al. ont réussi a synthétiser des

d’environ 23 nm vers les grandes longueurs d’onde.
couches composites de silice enrobant des nanoparticules d’or avec un réglage fin de la
distance interparticules. Cette dernicre est directement controlée par le biais de 1’épaisseur de
la couche de silice. La couleur observée varie fortement avec la distance interparticule.
L'¢largissement et le déplacement vers le rouge du plasmon dus au couplage entre les
particules est remarquable, plus les distances sont courtes, plus la fréquence de résonance est

faible Figure II. 7b.""

a) b)

Figure 1. 7 : a) Photographie montrant le changement de couleur de la solution colloidale
des nanoparticules d’or préparées dans [’eau (a gauche), et dans un mélange de butyl acétate
et disulfure de carbone. Ce changement est induit par une variation de l'indice de réfraction
du solvant. Les indices de réfraction des solutions sont 1,336, 1,407, 1,481, 1,525 et 1,583,(%
0,004) de gauche a droite.'” b) Influence de la distance interparticules sur la position de la
BPS (pé’lltéto de MET montrant des nanoparticules d’or entourées d’une couche de silice
17 nm).
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Maye''* a utilis¢ des ligands thioether multidentates comme médiateurs moléculaires pour
former des assemblages sphériques de taille controlable (20 a 300 nm de diametre) de
nanoparticules d'or (5nm) stabilisées avec un tetraalkylammonium (Figure II. 8a). La
spectroscopie UV-visible qui montre un changement d'absorbance ou de la longueur d'onde de
la bande plasmon fournit une mesure de la taille des particules, de leur forme et de leurs états
d'agrégation. La Figure II. 8b montre un ensemble de spectres typique de I'évolution de la
bande plasmon en réponse a Il'addition du thioether pour différents rapports
nanoparticules/thioéther. Cette évolution est accompagnée du changement de couleur de la
solution des nanoparticules du rouge au bleu. Le spectre du plasmon parait composé de deux
bandes qui se chevauchent. A la plus faible concentration de thioether, ces deux bandes sont
clairement résolues a 520 et 780 nm. L'apparition du point isosbestique a 560 nm est un
révélateur de l'implication de deux especes dans la solution : les nanoparticules d’or isolées, et

les nanoparticules d’or agrégées.
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Figure I1. 8 : a) micrographes de MET montrant [’assemblage de nanoparticules d’or suite a
I"ajout de thioether r = [thioeter]/[tetraalkylammonium/Au] = 200, b) Evolution du spectre
d’absorption de nanoparticules d’or stabilisées par le bromure de tétraalkylammonium,

lorsqu’on ajoute différentes concentrations d’un thioéther (rapport en concentrations r =
1(A), r =50 (B), r =100 (C) et r = 600 (D)). Les spectres sont enregistrés dans |’échelle de
temps de 30 minutes, et les fléches indiquent la direction de I'évolution des spectres.’’?

En conclusion, I’agrégation des nanoparticules d’or en solution peut étre détectée en UV-
visible. Nous avons utilisé cette propriété afin de comprendre I’effet de ’architecture de

Pluronics® sur la stabilisation des nanoparticules d’or (environ 12 nm).
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1. Résultats

Dans cette partie on va décrire les différentes études expérimentales effectuées, et les résultats

de la stabilisation de nanoparticules d’or dans I’eau par différentes architectures de Pluronics.

I1-1. Synthese et caractérisation des nanoparticules d’or

On a suivi un protocole, décrit par Natan en 1995 en introduisant de 1égéres modifications.'"’
Il s’agit de réduire a reflux une solution aqueuse de HAuCly par du citrate de sodium. Le
changement de couleur, du jaune clair a bleu puis rouge, permet de suivre 1’évolution de la

réaction.

Les nanoparticules d’or obtenues par cette méthode de synthése ont été caractérisées par
spectroscopie d’absorption UV-visible. Le spectre montre une bande d’absorption trés intense
dans le visible, centrée a 520 nm. C’est la bande de résonance plasmon des nanoparticules
d’or (coefficient d’extinction molaire ~ 24.10° mol™.cm™) qui est & 1’origine de la couleur

rouge de la solution colloidale d’or (Figure II. 9a).”

D’apres 1’étude effectuée par Turkevich en 1954, la position du maximum d’absorption reste
a 522 nm pour des nanoparticules d’or de diamétre compris entre 7,5 et 33nm. Au-deld de
cette taille, il y a déplacement du maximum vers le rouge, ainsi qu’un élargissement de la
bande.'"® Cependant, la position et I’intensité de la bande plasmon ne permettent pas de
déterminer la taille exacte de nanoparticules d’or dans cette gamme. Nous avons donc utilisé

la microscopie électronique a transmission (MET).

Pour les expériences de microscopie €lectronique a transmission, une grille de MET est
trempée dans une goutte de la solution colloidale, et séchée a 1’air avant observation. Les
nanoparticules obtenues sont de forme plutot sphérique comme le montre la photo de MET
(Figure II. 9b), et de diamétre 12 nm avec une déviation standard de 2 nm (statistique sur plus

de 5000 particules, et trois syntheses différentes).
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Figure 11. 9 : a) Spectre d’absorption de la solution colloidale d’or obtenue par réduction de
I’acide tetrachloroaurique avec du citrate de sodium, [AuNPs] = 3,4 nM. b) Cliché de MET
et histogramme de la distribution de taille des nanoparticules d’or (sur plusieurs milliers de
nanoparticules provenant de différents bains de synthese).

On va dans ce paragraphe calculer le nombre d’atomes par particule, afin d’avoir une idée du

nombre de particules en solution.

Le nombre d’atome d’or constituant une nanoparticule de diamétre 12 nm est calculé de la

maniére qui suit :

May
le volume d’un atome d’orest : Vo, = d. Nﬂ. =1,7. 10 m?

ou d est la densité de I’or (19,3.10° Kg/m3), My, la masse molaire de I’or (197 g/mole) et Na
le nombre d’Avogadro.

Le nombre d’atomes d’or par particule est Naynp= Vinp/Vau, o Vy, est le volume d’une
nanoparticule. Soit pour des nanoparticules sphériques de diamétre 12 nm: V,,, = 9.10% m’
d’ott Naymp = 5,3.10* atomes/particule. Ce qui nous permet de calculer la concentration en

particules dans le bain de synthése : [AuNPs] ~17 nmole.L"

11-1.1. Stabilité de la solution Au-citrate

La stabilité de la solution colloidale d’AuNPs est d’abord étudiée en absence de polymere.

Pour cela, on a laissé une solution de nanoparticules sous agitation continue, et on enregistre
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le spectre d’absorbance a des temps donnés. Cette étude est effectuée sur les particules seules,

sur les particules en présence de [NaCl] = 0,9 M, ou en milieu acide (pH~2).

Stabilité de la solution colloidale Au-citrate : La Figure II. 10 montre le suivi de la stabilité
des nanoparticules Au-citrate dans le temps. On remarque que la bande d’absorbance plasmon
s’affaisse progressivement jusqu’a disparaitre enticrement en 1’espace d’un mois environ.

Parfois un petit épaulement est observé dans le spectre.
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Figure 11. 10 : Evolution des spectres d’absorption d’une solution de nanoparticules d’or (12
nm) dans le temps.

Cette diminution de 1’absorbance correspond a la décantation des nanoparticules qui forment
finalement un culot noir. On peut donc conclure que méme si ces nanoparticules sont

stabilisées ¢électrostatiquement, cette stabilité n’est pas a long terme.

Effet du sel: L’ajout de [NaCl] = 0,9 M a la solution colloidale or-citrate cause un
changement instantané de la couleur, du rouge au bleu foncé. Ainsi, la Figure II. 11a montre
I’évolution de la couleur de la solution dans le temps avant (1) et apres ajout de sel (2). En
plus, il y a diminution de I’intensité de couleur (3). A la fin, un dépdt noir est obtenu au fond
de la cuve 4, la solution parait étre transparente et ne contient pas de nanoparticules.
L’observation de I’échantillon, en microscopie électronique a transmission ~ 2h apres ajout de

NaCl montre de gros agrégats de particules (Figure II. 11b).
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Figure Il. 11 : a) Aspect de la solution colloidale de nanoparticules or-citrate avant (1) et
apres ajout de NaCl (0,9 M) (2) t =1h (3) t= 4h (4) t = 7h. ( b) Cliché de MET 2 heures apres
ajout de sel. [AuNPs] = 3 ,4 nM.

L’évolution des spectres d’absorption, apres ajout du sel (0,9 M NaCl) (Figure II. 12), montre
I’apparition d’une nouvelle bande autour de 700 nm (4 minutes apres 1’ajout de sel). Apres 12
minutes, le maximum de la nouvelle bande continue a se déplacer vers des longueurs d’ondes
plus ¢levées. En plus, il y a diminution de 1’absorption sur tout le spectre. A la fin,

I’absorbance devient nulle indiquant qu’il n’y a plus de nanoparticules en solution.
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Figure 1. 12 : Evolution temporelle du spectre d’absorption de la solution de nanoparticules
or-citrate en présence de NaCl (0,9 M). Les temps indiquent le temps écoulé depuis [’ajout de
NaCl.

Effet du pH sur la stabilité : Un effet identique a 1’effet du sel est obtenu si la solution est
acidifiée. L’ajout d’acide chlorhydrique (HCI ~ 0,025 mol.L™) & la solution d’ AuNPs (pH~2)
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cause une neutralisation des charges de surfaces des nanoparticules, ces derniéres sont donc
soumises au forces d’attractions de Vander Waals et elles s’agrégent. Une évolution spectrale
trés proche de celle de I’effet de sel, avec apparition d’une deuxieme bande vers les grosses
longueurs d’onde, suivie d’'une diminution de I’absorbance sur tout le spectre dans le temps

est de méme observée (Figure I1. 13).
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Figure 11. 13 : Spectres d’absorption dans le temps montrant [’effet d’ajout de HCI (pH~2)
sur la solution de nanoparticules or -citrate.

Pour conclure, on a choisi comme modele de nanoparticules dans I’eau, les nanoparticules
d’or stabilisées par du citrate, qui sont facilement synthétisées d’une maniére rapide et
reproductible a partir des produits commerciaux. Ces dernieres sont essentiellement formées
d’un ceeur contenant de or & 1’état atomique (Au') et d’une coquille riche en Au® due 4 la
réduction incompléte de la surface des nanoparticules. Le citrate et le chlorure viennent se lier
a la surface. Il en résulte des forces de répulsion électrostatiques qui les stabilisent dans

Peau.”’

Mais malgré cette charge, on doit noter que la stabilité des solutions colloidales est de I’ordre
de quelques jours (diminution sensible de I’absorbance aprés quelques jours). En plus, 1’ajout
de sel ou d’acide a de telles solutions colloidales, cause respectivement soit un écrantage, soit
une neutralisation de la charge de surfaces des nanoparticules. Elles entrent en contact, et
forment des agrégats. Ces agrégats sont a I’origine du changement de couleur (Figure II. 14),
et finissent par précipiter, ce qui explique la séparation entre un dép6t noir et une solution

finale transparente.
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Figure Il. 14 : Changement de couleur de la solution aqueuse de nanoparticules d’or de
diametre 12 nm du rouge au bleu apres ajout de NaCl ou acidification pH ~2, expliqué par un
processus d’agrégation irréversible.

La solution colloidale or-citrate est donc trés sensible a la présence de sel ou d’acide qui
provoquent la déstabilisation. Ceci va nous permettre par la suite d’étudier 1’effet des agents

stabilisants sur une échelle de temps raisonnable.

11-1.2. Méthode d’analyse : description de I'agrégation et

de la décantation

Comme nous venons de le décrire, ’agrégation et la décantation des nanoparticules
s’accompagnent de modifications du spectre d’absorbance UV-visible. Dans ce paragraphe,
on va décomposer ces processus et essayer de trouver des parameétres indépendants permettant

de suivre leur évolution.

Parameétre d’agrégation. Un premier type de modification des spectres UV-visible est
l'apparition et la croissance d'un large pic d'absorption entre 600 et 850 nm (Figure II. 15a).
Cette croissance est accompagnée d’une diminution de la bande a 520 nm associée aux
nanoparticules d’or initiales. Cette nouvelle bande d'absorption est liée a l'agrégation de
nanoparticules d’or dans la solution. Des études expérimentales et théoriques ont déja décrit le
déplacement de la bande de résonance plasmon lorsque l'espacement entre les nanoparticules
d'or diminue (voir paragraphe 1-4.3.c). Ceci a été confirmé par MET, ou des agrégats ont été
observés pour ces échantillons (Figure II. 15b). Afin d’étudier ce processus d'agrégation, nous

avons défini le paramétre suivant noté AA :

Al (nm) = Apax— 520
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AL indique la position du maximum de la nouvelle bande d'absorption Ay relativement a la
bande plasmon initiale (A= 520 nm) des nanoparticules isolées. Une faible valeur de AL (c'est-
a-dire de I’ordre de quelques dizaines de nm) peut correspondre a un changement dans

'environnement des AuNps.

a) b)

Absorbance

|
300 500 700

Figure 11. 15 : a) Evolution du spectre d'absorption de la suspension d’AuNPs contenant 0,7
mmol.L” de F68, avant, et deux heures aprés addition de NaCl. b) Micrographe de
l'échantillon en MET, deux heures apres l'ajout de sel. Barre d'échelle ~ 100 nm.

Parameétre de décantation. Le deuxieme type de modification des spectres UV-visible est la
diminution dans le temps de 1'absorbance a toutes les longueurs d'ondes, la forme du spectre

¢tant plus ou moins entretenue dans le temps (Figure II. 16).

0,5

0,4

0,3

Absorbance

0,2

0,1
300 500 700
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Figure Il. 16 : Décantation des AuNPs/P84 (2.8 mmol.L™") montré par la diminution de
[’absorbance totale a 22h et 54h apres [’ajout de NaCl.
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Une telle évolution suggére qu’un processus de décantation a lieu, conduisant a une
diminution du nombre global de nanoparticules (agrégées ou non) dans la solution. Pour

suivre ce comportement, nous avons défini le parametre D :

;- Agze * 0216 Ay

b=
Agap gmi

Ou Asy et Amax sont respectivement les absorbances a 520 nm et a Amax, €t Asyo (=0) est
I’absorbance initiale de la solution de nanoparticules isolées. La constante 0,216 a été définie
empiriquement pour tenir compte de la variation du coefficient d'extinction molaire entre les
deux bandes a 520 nm et a Ayax. La valeur de D est proche de I'unité, lorsque la précipitation

des AuNps est quantitative.
Le suivi de ces deux parametres simples dans le temps va nous permettre de suivre la stabilité,

en séparant 1’état d’agrégation des nanoparticules dans la solution de la quantité de

nanoparticules précipitées.

I1-2. Stabilisation par les Pluronics

Notre but était de déterminer avec précision le role de 1’architecture moléculaire de polymeres
a blocs sur la stabilisation. Pour cela, nous avons utilisé les Pluronics et une variation des
parametres moléculaires a été effectuée. En bref, six séries de Pluronics ont été étudiées
séparément. Pour étudier l'effet de la longueur de la chaine hydrophile (bloc EO) nous avons
utilisé deux séries nommées EO1 (contenant des polymeres L62, P65, P85, F68 et F88) et
EO2 (P123, P104, F127) (voir Tableau 1 dans le paragraphe 1.2). Dans ces deux séries, le
nombre d'unités EO de la chaine hydrophile augmente, alors que le nombre d'unités PO de la
chaine hydrophobe est maintenu constant (a2 ~ 34 + 6 et ~ 65 + 4 respectivement). Pour
¢tudier I’effet de la chaine hydrophobe (bloc PO), on a utilisé les séries PO1 (P65, P84, P123)
et PO2 (F88, F127, PEG), correspondant a une variation du nombre d'unités PO, en gardant
constant le nombre d'unités EO (~ 38 et 194 £+ 12 respectivement). Enfin, les séries M1 (L64,
P84, P104) et M2 (F68, F88, F108) contenant respectivement environ 47% et 84% d’unités
EO (par rapport au nombre total de monomeres) ont été utilisées pour étudier l'effet de la

masse moléculaire.
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Figure I1. 17 : Graphe montrant le nombre d’unités PO en fonction de nombre d’unités EO
totales (2x) de tous les Pluronics EO.PO,EQO;, utilisées dans ce travail (®), les différentes
series de comparaison sont indiquées par des lignes reliant les polymeres de chaque série par
exemple (POI contient le P123, P84 et P65 et M2 contient le F108, F88, et F68).

Pour tous les polymeéres, la concentration a été maintenue en dessous de la concentration
micellaire critique (voir Tableau 1). Ceci va nous permettre d’éviter une possible complexité

de I’étude, due a la présence simultanée de micelles et d’unimeres.

L’effet de la structure du polymeére sur la stabilisation est un peu difficile a comprendre dans
les études de la littérature, puisque souvent les particules sont formées en présence du
polymere. Dans ce cas les particules obtenues possedent des formes et des tailles dépendantes
de I’architecture des polymeéres. En plus une modification chimique du polymére peut avoir
lieu lors de la réaction. Afin d’éviter ces problémes, nous avons proposé dans cette thése de
découpler la formation des nanoparticules de leur processus de stabilisation. Plus précisément,
apres la synthese des nanoparticules, on a ajouté la quantité désirée d’une solution concentrée
de polymere EOLPOyEOy. Ensuite, on a ajouté une solution concentrée de NaCl. Pour étudier
I’effet de pH on a ajouté une solution de HCI. La stabilité a été étudiée par la spectroscopie

d'absorption optique et MET.
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11-2.1. Effet de la chaine hydrophile PEO

L'influence de la longueur des chaines hydrophiles EO sur la stabilisation des nanoparticules a
été étudiée en utilisant les deux séries de copolymeres EO1 et EO2, comme indiqué dans le
tableau 1. L'évolution des spectres d'absorption dans le temps pour les polymeéres de la série
EO1 a 0,45 mM est représentée Figure II. 18. La valeur de la concentration a été choisie
arbitrairement proche de 1/20 de la CMC la plus basse. Dans cette série, le nombre d'unités de
bloc PO est constant (~ 34 + 6) et le nombre d'unités EO varie de 12 a 206 dans l'ordre L62
<P65 <P85 <F68 <F88.

Absorbance
Absorbance
Absorbance

Absorbance
Absorbance

0 I T 1 1 1 t
300 500 700 300 500 700
A (nm) A (nm)

Figure 1l. 18 : Evolution temporelle des spectres d'absorption optique des dispersions
AuNps/EO.PO,EO; de la série EOI. Les fleches sont orientées de la premiere a la derniere
mesure,  respectivement 9 min et 2  jours apres lajout de  sel
Concentrations :[polymére] = 0,45 mmol.L”, [AuNPs] = 3,40 nmol.L”, [NaCl] = 0,9 mol.L"".

A DI’exception de F88, une nouvelle bande d'absorption est apparue a des valeurs supérieures a
520 nm, ce qui indique une agrégation. Pour tous les copolymeéres sauf pour F88, les spectres
présentent une diminution globale de 1’absorbance totale sur le long terme, ce qui peut étre
expliqué par la précipitation des AuNPs. Les échelles de temps des processus de précipitation

ne sont pas les mémes pour tous les polymeres EOPO,EOx. Avec P65 et L62, toutes les
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nanoparticules d'or sont précipitées apres quelques heures. Pour F68 et P85, cette décantation
nécessite quelques dizaines d'heures pour étre quantitative. Enfin, dans le cas de F88, seule
une légeére diminution de la bande plasmon a 520 nm a été observée, avec un léger épaulement

vers 620 nm.

Les valeurs de AMA et D sont extraites de tous les spectres et tracées en fonction du temps. Un
exemple typique de ces courbes est donné pour les polymeres F88 (2x=206), F68 (2x=152), et
P65 (2x = 38) Figure 11. 19.

a) b)
400 | T | T T 1 T T T T
| 2x = 38
2x =38 0,8 4
300 - -1
. D,D/D 2x = 152
S . 0,6 —
£ 200 2x=152 | o)
2x=206 |
100 ! 0,2 2X=206 o
0 | | | | | 0 | | | | |
0 40 80 120 0 40 80 120
t (heures) t (heures)

Figure 11. 19 : Evolution temporelle des paramétres AL (a) et D (b) pour certains polymeéres
EOPO,EQ; de la série EOIl a une concentration en polymere de 0,45 mmol.L”: (m) P65
(2x = 38), (O) F68 (2x = 152), (8) F88 (2x = 206). Les lignes correspondent a un ajustement
exponentiel des données expérimentales.

Concernant le parameétre d'agrégation (AL), une forte augmentation de AA est observée dans
les 5 premicres heures apres 1'ajout du sel, ensuite la valeur atteint un plateau, quel que soit le
copolymére. On remarque que la hauteur du plateau augmente quand la longueur du bloc
hydrophile diminue. Pour P65, qui est le copolymere tribloc avec la longueur du bloc EO la
plus courte, nous n'avons pas pu estimer AA aprés 24 heures parce que la précipitation
est quantitative. Dans tous les cas, les cinétiques peuvent étre paramétrées de maniere

satisfaisante par une équation monoexponentielle (Figure II. 19a).
AL=Ak,, (1-exp(-t/1,,))
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ou Almax est la valeur du plateau et 7p, est le temps caractéristique décrivant la cinétique de
'agrégation. Dans le cas des trois polyméres précédents, le temps caractéristique 7a) est

estimé a environ 2-5 h (voir tableau 2 de I’annexe).

La Figure II. 19b, montre la cinétique d'évolution du paramétre de précipitation D. Ces
données expérimentales sont également paramétrées de maniere satisfaisante par une fonction

du temps monoexponentielle :

D :Dmax'(l -&Xp (- t / TD))

ou Dy représente la valeur du plateau, et tp est le temps caractéristique décrivant la

cinétique de décantation.

Il est clair dans cet exemple, que la fraction de nanoparticules précipitées augmente quand la
longueur des blocs hydrophiles diminue. En effet, les valeurs de Dy, extraites du fit des
courbes de la Figure II. 19b, sont trouvées autour de 1 pour P65, 0,86 pour F68 et 0,15 pour
F88. Par conséquent, nous pouvons conclure qu’avec P65 (2x = 38), une précipitation
quantitative a lieu, tandis qu’avec F68 (2x = 152) la précipitation n'est pas totale. Enfin, la
faible valeur de D trouvée pour F88 indique l'absence de précipitation (la valeur de tp
correspondante est donc dénuée de sens). Les valeurs de tp sont environ 2, 13, et 0,5 heures
respectivement pour P65, F68 et F88. Comme dans le cas de 7, aucune évolution
systématique du parameétre cinétique en fonction des parameétres structuraux ne peut étre

extraite (tableau 2 de 1’annexe).

Afin de vérifier ces résultats, on a effectué une étude similaire avec la série EO2. Dans cette
série le nombre d'unités PO de la chaine hydrophobe vaut (~ 65 + 4) et le nombre d'unités EO
varie de 38 a 200 dans l'ordre P123 <P104 <F127. La Figure II. 20a montre 1’évolution de AL
dans le temps. Pour F127 (2x = 206) (®) pas d’agrégation (Adna.x~0). Le P123 (2x = 38) (m) et
le P104 (2x = 54) (0) ont montré une certaine agrégation au départ (AA augmente), puis un
plateau (AAmax~ 100). Leur comportement similaire peut étre expliqué par la faible différence
dans leur structure (38 et 54 EO respectivement). Le F127 qui posséde la chaine EO la plus
longue de cette série résiste le plus a 1’agrégation. La Figure II. 20b, montre I’évolution de D

dans le temps. On remarque que la valeur de D est autour de zéro, quel que soit le polymere.
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On peut donc conclure qu’il n’y a pas de décantation, méme si les nanoparticules sont

agrégées en solution (cas de P123 et P104).

a) b)
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Figure 1. 20 : Evolution temporelle des paramétres AA (a) et D (b) pour les polymeéres
EOPO,EOQ; de la série EO2 a une concentration en polymere de 0,04 mmol.L: (m) P123,
P104 (0), FI127 (e).

Les polymeres des séries EO1 et EO2 ont été étudiés a différentes concentrations. Pour ces
deux séries, et sur toutes les concentrations, les valeurs de AAmax €t Dmax sont extraites de la
méme fagon que précédemment (Figure II. 21). Dans les deux séries, Al diminue lorsque
le nombre d'unités EO des blocs hydrophiles augmente, montrant que plus les blocs
hydrophiles sont longs, plus I’efficacité sur la stabilisation des AuNps est grande (Figure II.
21a). En outre, quelle que soit la longueur des groupements hydrophiles, les valeurs de Alyax
pour les copolymeres de la série EO2 restent nettement inférieures a ceux de la série EO1.
Cela démontre un certain effet de la longueur du bloc hydrophobe sur 1'agrégation. On note
aussi, que l'augmentation de la concentration a un effet négligeable sur la valeur de AA, par
rapport a I'influence de l’effet de ’architecture moléculaire. En effet, les concentrations
utilisées dans la série EO2 donnent de meilleurs effets stabilisants, bien qu’elles soient plus
basses (< 0,1 mmol.L™") que les concentrations utilisées dans la série EO1 (0,45 mmol.L™"). En
outre, pour les échantillons de la série EO2 on a varié la concentration de 0,02 mmol.L™" (o) a
0,1 mmol.L! (+), sans observer d’effet notable sur les valeurs de Adn.x. Les valeurs de Almax

de cette série pour toutes les concentrations parait étre superposé (Figure I1. 21a).
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Figure Il. 21 : Effet de la longueur des blocs hydrophiles, exprimée en termes de nombre
d'unités EO, (a) sur la valeur maximale du parametre d'agrégation Al et (b) sur la valeur

maximale du paramétre de la décantation Dy Série de polyméres EOI: (m) 0,45 mmol.L";
série EO2: (o) 0,02 mmol.L”, (o) 0,04 mmol.L", (+) 0,1 mmol.L™.

Pour tous les polymeres et toutes les concentrations dans ces deux séries, le parametre de
décantation D¢ prend soit une valeur supérieure a 0,8, ce qui indique que la plupart des
nanoparticules sont précipitées, ou au-dessous de 0,2 correspondant a une précipitation faible
voir nulle (Figure II. 21b). Il semble que la variation de la longueur du bloc hydrophile (dans
la gamme 10-200) n'a pratiquement aucune influence sur le comportement de la précipitation.
En effet, a l'exception du plus grand polymeére de la série EO1 (F88), le fait d’augmenter le
nombre d'unités EO n'a pas modifié fortement la valeur Dy, Inversement, l'influence du
nombre d'unités PO semble étre important, puisque dans tous les échantillons de la série EO1
la précipitation est presque compléte, (avec encore l'exception de F88 ayant les blocs
hydrophiles les plus longs), tandis que dans la série EO2 tous les échantillons montrent trés
peu ou pas de précipitation. De méme que l'agrégation, la variation de la concentration dans

la gamme (0,02 - 0,1 mmol.L™") n'a qu'un faible effet sur la décantation.

En conclusion, 1’étude de séries EO1 et EO2 a permis de démontrer que I’augmentation de la
longueur du bloc hydrophile limite I’agrégation. Notons ici que AAy.,x €st un paramétre
structurel qui sonde la distance interparticule au sein des agrégats, et non pas la quantité de
particules agrégées. Plus cette distance diminue plus la valeur de Al est grande. L’effet de
la décantation semble quant a lui rester faible. En revanche, les valeurs du paramétre Dy,ax, qui

est un parametre quantitatif prenant en compte le nombre de particules qui précipitent, sont
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différentes entre les séries EO1 et EO2 (Figure II. 21b). Les différences importantes entre les
séries EO1 et EO2, aussi bien pour 1’agrégation que pour la décantation, suggérent un effet
important de la longueur du bloc hydrophobe (PPO). C’est ce que nous allons étudier dans le

prochain paragraphe.

11-2.2. Effet de la chaine hydrophobe PPO

L'influence de la longueur du bloc PPO sur la stabilisation de nanoparticules a été étudiée plus
profondément en utilisant deux séries de Pluronics, PO1 (P123, P84 et P65) et PO2 (F127,
F88 et PEG), comme indiqué dans le tableau 1 et représenté dans la Figure II. 22. La longueur
de chaque bloc hydrophile est de 19 et 97 = 6 unités EO pour les séries POl et PO2
respectivement. La longueur de la chaine hydrophobe PO varie de 29 a 69 dans PO1 et de 0 a
69 dans PO2. Les évolutions temporelles des spectres d'absorption correspondant aux

polymeres de ces deux séries sont représentées dans la Figure II. 22.
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Figure Il. 22 : Evolution dans le temps des spectres d’absorption des solutions colloidales
d’AuNPs stabilisées par les polymeres des séries POI et PO2. Les fleches sont orientées de la
premiere a la derniére mesure, respectivement ~ 7 min et 1 jour apres l'ajout de sel. La
concentration en polymére est 0,04 mmol.L”, [AuNPs] = 3,40 nmol.L”", [NaCI] = 0,9 mol.L"".
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Sauf pour P123 dans la série PO1 et F127 dans la série PO2, une importante deuxiéme bande
plasmon est apparue dans toutes les solutions, ainsi quune diminution significative de
I'ensemble des spectres avec le temps. De méme que précédemment, les valeurs de D et AA
sont extraites des spectres d'absorption et tracées en fonction du temps. Ensuite les valeurs
Almax €t Dmax sont obtenues a partir de paramétrages exponentiels de ces courbes, et portés en
fonction du nombre d’unité PO (Figure II. 23). Pour des blocs hydrophobes plus courts que 50
unités PO environ, les valeurs de Almax sont proches de 300 nm, ce qui suggere une forte
agrégation. L’allongement de la chaine hydrophobe au-dela de 50 unités PO entraine une forte
diminution de AAma. Les valeurs de Alnax obtenues dans les deux séries PO1 et PO2 se
superposent sur la méme courbe (Figure II. 23a). Autrement dit, deux séries avec des
longueurs de blocs hydrophiles trés différentes donnent le méme résultat. En ce qui concerne
la précipitation, Dy, tend vers 1’unité pour les polymeéres a chaine hydrophobe de moins de
50 unités PO (précipitation totale), tandis que pour PO > 50, Dy« tend vers zéro, donc pas de
précipitation. De la méme fagon les résultats des deux séries PO1 et PO2 sont superposables
sur une méme courbe, montrant I’effet prépondérant de la longueur du bloc hydrophobe sur la

longueur des blocs hydrophiles.
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Figure I1. 23 : Effet de la longueur de la chaine hydrophobe, exprimé en termes de nombre
d'unités PO, (a) sur la valeur maximale du parameétre d'agrégation Ay, et (b) sur la valeur
maximale du parameétre de décantation D,,,, (m) Série POI, (o) Serie PO2. Concentrations :
[Polymére] = 0,04 mmol.L”. [NaCl] = 0,9 mol.L”.
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Les temps caractéristiques décrivant la cinétique d’agrégationzy, et de décantation tp extraits
des ajustements exponentiels des courbes de AA et D en fonction du temps, sont présentés
dans le tableau 3 (voir annexe). Les temps caractéristiques 7x; sont estimés a environ 2-5 h.
Enfin, la faible valeur de D trouvée pour P123 et pour F127 indique I'absence de précipitation
(les valeurs de tp correspondantes sont non déterminées). Les valeurs sont environ de 1 heure
respectivement pour P65, P84, PEG et F88. La encore, aucune évolution systématique du
paramétre Tp en fonction des parameétres structuraux ne peut étre extraite a partir de ces

données expérimentales.

11-2.3. Effet de la lonqueur totale du polymeére

A ce stade, il est clair que la longueur de la chaine hydrophobe (PPO) est le parameétre
essentiel pour controler 1’agrégation et la décantation. En effet, le fait d’augmenter la
longueur du bloc EO a un effet beaucoup moins prononcé sur la stabilité qu’augmenter la
longueur du bloc PO. Nous avons cherché a connaitre a composition en monomeres constante
(y/x~constante), I’influence de la masse globale du polymere. Afin d’étudier cet effet, on a
choisi deux séries M1 et M2 (voir Tableau 1). De méme qu’avec les autres séries, les valeurs
de Dpax €t Almax sont extraites a partir des spectres d’absorption. Ces valeurs sont rapportées
en fonction du nombre total d’unités (EO et PO) dans le polymeére pour les séries M1 a 0,07 et
0,42 mmolL"' et M2 a 0,3 mmol.L" (Figure II. 24). Quelle que soit la nature et la
concentration du polymere, le déplacement de la bande d'absorption et la valeur Dpax de
chaque série diminuent lorsque la taille du polymére augmente. Cependant, la Figure II. 24b
montre que méme si dans la série M1 les polymeres ont une taille plus petite (x + y < 100)
que ceux de la série M2 (x +y > 200), la solution est plus résistante a la précipitation (D ~0).
Ceci peut étre expliqué par le fait que dans la série M1 les polymeéres sont plus riches en PO
(57%) par rapport au nombre total d'unités de EO et de PO que dans la série M2 (~ 20% PO).
Une autre fois, I’effet de la chaine hydrophobe dans les Pluronics parait étre le parametre

essentiel pour limiter la précipitation.
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Figure 1. 24 : Effet de la longueur totale du copolymere tribloc EOPO,EQ,, exprimé en

termes d'unités monomeres sur la valeur maximale du parametre d'agrégation (Adma) (@) et
de décantation Dy, (b). Série M1: (o) 0,07 mmol.L”, (+) 0,42 mmol.L"" Série M2: (m) 0,3
mmol.L™"

Les déviations standards, ainsi que les temps caractéristiques décrivant la cinétique de
I’agrégation 7, et de la décantation tp sont présentés dans les tableaux 4 et 5 (voir annexe du
chapitre).

Le temps caractéristique 7, est estimé a environ 2-10 h. La faible valeur de D trouvée pour
P104 2x + y = 115), P84 (2x + y = 81) et pour F108 (2x+ y = 314) indique I'absence de
précipitation (les valeurs de tp correspondantes sont non déterminées (P104 et P84 a 0,42
mmol.L" et F108 0,3 mmol.L™"). Les valeurs sont environ de 2 et 15 heures respectivement
pour P65, P84 et P104, et 10 et 150 heures pour F68 et F88 respectivement (tableau 4 de
I’annexe). Comme avant, 1a encore, aucune évolution systématique du paramétre tp en

fonction des parametres structuraux ne peut €tre extraite a partir de données expérimentales.

Dans ce cas comme dans les précédents, la concentration joue peu sur 1’état d’agrégation final
et la précipitation des AuNps. En effet, pour la série M1 a deux concentrations (0,07 (o) et
0,42 mM (+)), les valeurs de Al €t de Dyx obtenues sont trés proches (Figure II. 24a et b).
Ceci suggere que, méme pour les concentrations les plus basses utilisées, il y avait une
quantité suffisante de polymére dans la solution afin d'assurer que les nanoparticules d'or
soient (plus ou moins) couvertes par les copolymeéres et en équilibre. En d'autres termes, le
changement de la stabilité et de ’état d'agrégation décrit ci-dessus ne doit pas étre dii a un

manque de polymeéres en solution.
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11-2.4. Influence de la concentration en polymere

Dans les expériences précédentes, la concentration a peu d'effet sur les parametres
d'agrégation et de décantation. Cependant, la gamme de concentration étudiée était limitée :
de 0,02 4 0,1 mmol.L™ pour la série EO2 et de 0,07 4 0,42 mmol.L™"! pour la série M1. Afin de
se faire une idée plus complete sur l'effet de la concentration, nous avons étudié la
stabilisation de nanoparticules dans une gamme de concentrations plus large. Nous avons
utilisé les F68, F88 et F108. Ces trois polymeéres sont des polymeres riches en EO (2x/y ~
0,84) avec (M,, = 8400, 11400, et 14600 g.mol ' respectivement). Ils possédent des valeurs de
CMC relativement élevées (respectivement 18, 12 et 3,1 mmol.L™") ce qui permet de les
¢tudier a haute concentration mais toujours sous la CMC. Ces derniers ont été¢ étudiés dans
diverses gammes de concentrations de 0,02 a 2,8 mmol.L™! pour F68, 0,02 a 4 mmol.L! pour

F88 et 0,002 a 0,9 mmol.L 'pour F108.

La

Figure 1I. 25, montre les spectres d’absorption de quelques concentrations des différentes

séries a un temps donnée apres ajout du sel.

Tous les échantillons de toutes les séries montrent un effet similaire, avec 1’apparition d’une
deuxiéme bande quand I’agrégation a lieu (faibles concentrations). Cette nouvelle bande est
plus ou moins déplacée vers les grosses longueurs d’ondes quand la concentration en
polymére diminue. Pour de trés faibles concentrations I’absorption totale sur le spectre
diminue suite a la décantation rapide a ces faibles concentrations en polymeére (des photos
montrant le changement du couleur du rouge au bleu suite a I’agrégation des nanoparticules

sont données en annexe).

Comme auparavant, les spectres d'absorption des suspensions AuNps/copolymeres ont été
enregistrés dans le temps et les valeurs de D et AL sont extraites des spectres tracés en
fonction du temps et paramétré par une équation monoexponentielle. Cette fois, une évolution

nette est observable pour les deux parameétres cinétiques en fonction de la concentration

(Figure II. 27 pour F68, F88 et F108).
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Figure 1. 25: Evolution des spectres d’absorption des suspensions AuNp/EO.PO,EO:.
(EOPO,EO,.= F108, F88, F68) prises 1h (F108 et F88), ou 1h 54 min (F68) apres ['ajout du
sel. [AuNPs] ~ 3,40 nmol.L"," [NaCl] = 0,9 mol.L”".
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Figure Il. 27: Effet de la concentration du polymere sur les

temps caracteristiques de l’agrégationty, (®) et de la décantation tp (0) pour les polymeres
F68, F88 et F108.
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Pour des concentrations supérieures a 1 mmol.L" dans le cas de F68, et F88 et 0,3 mmol.L™"
dans le cas de F108, l'agrégation et la décantation sont devenus tres faibles, de sorte que les

temps caractéristiques correspondant n’ont pas pu étre déterminés.

Les valeurs de Alma.x sont représentées dans la Figure II. 28a, a nouveau en utilisant une
¢échelle logarithmique. Dans toute la gamme de concentration les valeurs de Alp.x diminuent
lorsque la concentration en polymére augmente, montrant que l'augmentation de la
concentration en polymeére apporte plus d'efficacité a la stabilisation. Il apparait qu’aux
concentrations ¢levées, il devrait y avoir une concentration au-dessus de laquelle il n’y a plus
d'agrégation. Concernant la décantation (Figure II. 28b), il a été de nouveau observé que les
nanoparticules sont soit totalement précipitées (Dmax ~ 1) pour des faibles concentrations ou
restent presque totalement dans la solution (Dya.x ~ 0). La valeur de la limite de concentration
qui sépare les deux tendances (décantation/pas de décantation) est presque la méme pour ces

trois polymeéres (~ 0,3 mM pour F108, ~ 0,8 mM pour F88 et ~ 1 mM pour F68).
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Figure Il. 28 : a) Effet de la concentration en Pluronics F108 (o), F88 (m) et F68 (®) sur
Aﬂvmax (Cl) et Dmax (b)

11-2.5. Effet de la concentration en particules

Afin de déterminer si I’effet de concentration est li¢ uniquement a la concentration en

polymere, ou a la quantité relative de polymere par rapport aux nanoparticules, nous avons
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effectué 1’expérience suivante. On a fixé la concentration en polymeére, et fait varier la
concentration en nanoparticules. Deux polymeéres ont été choisis, le F127 (EO00)POssEO; (o) et
le F68 (EO76PO29EO76). Les concentrations en polymeéres sont fixées a 0,07 mM pour F127 et
1,5 mM pour F68. On a fait varier la concentration en particules entre 1 nM et 16,3 nM. Par
exemple, dans le cas de F127, les rapports polymeére/particule sont : 43.10°,8,3.10°,20,5.10°,
4,1.10* et 61,8.10" et pour F68 : 1,1.10°, 1,8.10°, 4,4.10°, 8,8.10° et 1,5.10°.

Des cinétiques ont été effectuées, les valeurs de AAmax et Dmax déterminées et rapportées en

fonction des rapports Polymeére/Particule en échelle logarithmique (Figure II. 29).
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Figure 11. 29 : a) Effet de la variation du rapport polymére/particule pour FI127 (m) et F88

(0) sur la valeur maximale du parametre d’agrégation Al (a) et Dy (b). Concentrations :
[F68] =1,5 mmol.L”, [F127] = 0,07 mmol.L”, [NaCI] = 0,9 mol.L"".

Il apparait clairement pour les deux polymeres, que ’agrégation diminue (Al valeur au
plateau diminue), quand le rapport polymeére/particule augmente (Figure II. 29a). Pour les
faibles rapports F68/AuNps (< 1,7.10%) la mesure de AL devient impossible aprés quelques
heures en raison de la décantation des nanoparticules, donc les valeurs de Alpax
correspondantes ne sont pas présentées sur le graphe. La Figure II. 29b montre une trés 1égére
décantation pour le plus petit rapport 4280 (Dpax~0,2), mais pas de décantation (Dp.x~0) pour
tous les autres rapports F127/AuNPs. De méme les rapports F68/AuNPs supérieurs a 4,4.10°
(Dmax ~0,38) ont montré une trés 1égére décantation (Dpyax~0,2). Tandis que la décantation

est totale (Dmax~1) pour les rapports 1,1.10° et 1,7.10°. On voit donc a travers ces expériences
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que le phénomene de stabilisation n’est pas li¢ a la seule concentration en polymere (comme
c’est le cas d’une transition micellaire), mais a un équilibre entre polymere adsorbé a la

surface des particules et polymeére libre.

11-2.6. Stabilité en milieu acide

Afin d’¢étudier la stabilité en milieu acide en présence de Pluronics, le F127 est étudi¢ dans
une gamme de concentration de 0,34 a 0,014 mM. Le pH est ajusté a pH~2 par ajout d’un
volume approprié¢ (65uL) d’une solution de HC1 (1M). La Figure II. 30a montre I’évolution
des spectres d’absorption des nanoparticules a pH~2 en présence de F127 a 0,014 mM. Les
premiéres heures apres ajout d’acide, il n’y a pas de changement dans le spectre, la solution
reste stable. On ne voit pas de seconde bande, mais par contre il y a diminution globale de
I’intensité, ceci s’explique par la décantation de nanoparticules. En plus, on remarque qu’il y a
un peu de diffusion due a la présence des gros agrégats, mais ces derniers ne sont pas tres
denses (la distance interparticules reste grande, car pas de second pic aux grandes longueurs
d’onde). Un cliché¢ de MET de I’échantillon 26 heures apres ajout de I’acide, est présenté dans
la Figure II. 30b et montre clairement que les nanoparticules sont assemblées dans des

agrégats peu denses.
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Figure 11. 30 : Spectres d’absorption dans le temps montrant [’effet d’ajout de HCI (pH~2)
sur la solution des nanoparticules d’or synthétisées par réduction avec du citrate, en présence
du Pluronic F127 (0,014 mM), [AuNPs] = 3,40 nM.(b) Cliché de MET apres 26h d’ajout de

acide.
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11-2.7. Corrélation entre I’agréqgation et la précipitation

A T’exception de I’expérience de stabilisation en milieu acide (pH~2), et pour toutes les
expériences de stabilisation en présence de NaCl (0,9 M), l'observation des parametres
d'agrégation et de décantation a montré une forte corrélation entre les valeurs de AApmax et
Dpax. Ceci est illustré par la Figure II. 31, ou les résultats de la plupart des échantillons
utilisés dans cette étude ont été portés. Manifestement, la décantation devient significative
quand la valeur de A\ly.x devient supérieure a 170 nm. Rappelons ici que AA est un paramétre
empirique qui caractérise 1’état d’agrégation des particules et dépend vraisemblablement
principalement de la distance interparticule au sein des agrégats. Ce résultat suggere que
seuls les agrégats qui sont assez denses précipitent. On note que parfois, les valeurs
maximales de Adnax sont au-dela de la fenétre de longueur d’ondes utilisée lors de cette étude

(> 300 nm), indiquant une forte agrégation des nanoparticules.
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Figure I1. 31 : Corrélation entre les valeurs de D,uy et Adpay pour toutes les expériences de
stabilisation réalisées lors de la présente étude. Chaque point correspond a un polymere a
une concentration donnée. La ligne matérialise la valeur A~ 170 nm.
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11-2.8. Discussion

Dans toutes les séries de polymeéres le processus d’agrégation a lieu sur la méme échelle de
temps (2 - 5h) (certaines conditions expérimentales ont abouti a une cinétique plus lente, et
sont représentées dans les tableaux correspondant aux différentes séries en Annexe). La
cinétique semble dépendre principalement de la concentration. Dans la plupart des cas,
aucune évolution systématique de 7, en fonction de parameétres structuraux (comme le
nombre d’unités PO ou EO) ne peut étre extraite. Toutefois, les valeurs de tp sont retrouvées
toujours du méme ordre de grandeur, ou plus grandes que celle de 7y (voir les tableaux). Un
tel résultat suggére que le processus de précipitation a lieu en méme temps ou apres
I’agrégation des AuNps. Les nanoparticules non agrégées ne précipitent pas, ce qui est un
comportement attendu, mais on note également que l'agrégation peut se produire sans &tre
suivie par la précipitation, quand la distance interparticules reste assez grande (Almax < 170
nm) dans les agrégats. Une diminution de la distance interparticule (Alp.x > 170 nm)

éventuellement par coalescence, conduit a la précipitation des agrégats.

La stabilisation des nanoparticules d'or par les copolymeéres a des concentrations inférieures a
la CMC est efficace. Elle dépend de 1’architecture moléculaire des copolymeres, le facteur le
plus important étant la longueur du segment hydrophobe. Toutefois, la stabilisation dépend du
rapport nombre du polymeres/nombre de particules. Le F127 semble étre le plus efficace pour
la stabilisation colloidale, puisque pour la plus faible concentration de I'étude (0,02 mmol.L™)
l'agrégation reste insignifiante (AAma < 75nm), et ces échantillons n’ont toujours pas décanté

apres plusieurs mois.

Diverses hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer la forte influence de la chaine
hydrophobe PPO sur la stabilisation des AuNps. Les interactions entre le bloc PPO et la
surface des nanoparticules pourraient étre plus forte que celle avec le bloc PEO. Cependant,
étant donné que les nanoparticules d'or de départ sont chargées négativement (et donc
polaires), il serait difficile de comprendre la nature des interactions entre les groupes
hydrophobes et la surface. Trés probablement, la cohésion de la couche du polymeére enrobant
les AuNps est renforcée par des interactions hydrophobes entre les blocs PPO des
copolymeres. En outre, on note qu'il pourrait y avoir un changement de conformation des
copolymeéres triblocs amphiphiles autour des nanoparticules du a l'auto-exclusion entre les

parties hydrophiles et hydrophobes des polymeres, si on les compare a de simples structures
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PEO de méme longueur. Une telle auto-exclusion peut augmenter 1'épaisseur moyenne de la
couche de polymere autour de la nanoparticule, favorisant ainsi les répulsions stériques entre
les nanoparticules et donc leur stabilité. Afin de mieux comprendre cet effet et essayer de

mieux I’expliquer, on va maintenant étudier 1’effet du dibloc EOPOy sur la stabilisation.

I1-3. Cas des polymeéres amphiphiles diblocs (PEO-PPQO)

Les diblocs de types EOPOy, peuvent étre considérés comme des moitiés de triblocs
EO,PO,,EOy. Partant de cette considération nous nous sommes demandé s’ils pouvaient
¢galement étre de bons agents stabilisant. Pour cela on a sélectionné deux copolymeres
Poly(propylene oxide-b-ethylene oxide) (~ EO;13POy9) et (~ EO272PO29) de masse moléculaire
6100 et 13700 g/mole respectivement. Le EO;;3PO;9 est analogue a une moiti¢é de F88
(EO103PO39EQO)¢3). Le dibloc EO,7,POy9 peut étre comparé avec le F68 (EO74PO29EO76) car
ils ont la méme longueur de chaine hydrophobe, mais aussi au F88 car le nombre total
d’unités EO (environ 236 + 36) et le nombre total d’unités PO (34 + 5) sont proches pour les
deux polymeéres. En plus, ces deux polymeres peuvent étre comparés au PEO g0 utilisés lors
de cette étude, ce dernier ayant une masse moléculaire moyenne entre les deux diblocs

choisis.

11-3.1. Comparaison entre les structures dibloc et tribloc

Dans une expérience préliminaire, on a voulu voir si les diblocs peuvent stabiliser les
nanoparticules d’or dans 1’eau en présence de sel a 0,9 M et le comparer aux triblocs F88 et
F68. Ces copolymeres ont €té comparés au méme titre massique pour prendre en compte la

différence de masse moléculaire.

Par exemple le F68 est comparé avec le dibloc EO,7,PO»9 a deux concentrations différentes.
La Figure II. 32 montre pour ces deux polymeres 1’évolution des parameétres AA et D extraits
des spectres tracés en fonction du temps. Le résultat montre clairement qu’avec le dibloc il
n’y a pas d’agrégation ni de décantation sur plus de 150 heures & 0,277 mM (AAmax €t
Dpax =0). En plus, ce dernier parait avoir un meilleur effet stabilisant que le F68 a 0,45 et 0,9
mM, méme s’il est utilisé a une concentration plus petite. Pour F68 a ces deux concentrations
la valeur de AA augmente jusqu’a atteindre un plateau (AAp.x = 232 nm et 120 nm pour 0,45

et 0,9 mM respectivement). De méme Dy, passe de 0,11 (légére décantation) pour [F68] =
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0,9 mM a ~ 0,76 pour [F68] = 0,45 mM (décantation significative). Donc on constate que
bien qu’ayant un bloc hydrophobe de méme longueur, le copolymere dibloc donne une bien

meilleure stabilisation (2 des concentrations plus faibles) qu’un tribloc.
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Figure Il. 32 : Evolution des paramétres d’agrégation AL (a) et de décantation D (b) dans le
temps pour EQ,7,PO»9 (0,277 mM) comparé a F68 (0,45 et 0,9 mM).

De méme le dibloc EOQ,7,PO,9 est comparé avec F88 a 0,5 mM qui a approximativement le
méme nombre de EO et PO. Comme le montre la Figure II. 33a, Le EO,7,POy9 parait étre de

méme plus stable que F88.
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Figure 1. 33 : Evolution des paramétres d’agrégation AL (a) et de décantation D (b) dans le
temps, pour EQ,7,PO29 comparé a EO;p;PO30EQ 93, a 0,5 mM. Concentrations :[AuNPs] =
3,04 nM, [NaCl] = 0,9M.
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Le dibloc EO; 3P0 correspond approximativement a une moitié¢ de F88 (EO;p;PO39EO¢3).
La Figure II. 34 montre I’évolution du parametre d’agrégation en fonction du temps, pour
[EO;113PO19] = 0,9 mM et [F88] = 0,9 mM et 0,45 mM (concentration/2 pour avoir le méme
nombre d’unités EO et PO). Pour comparer a nombre d’unités constant (soit a masse molaire
constante), on considére [F88] = 0,45 mM. Dans ce cas, I’augmentation de stabilité avec le
dibloc est significative. A ces concentrations les valeurs de AL au plateau (Almax) sont
inférieures a 100. Comme on a montré¢ au paragraphe IV, pour des valeurs de A < 170 nm
il n’y a pas de décantation donc on a obtenu D~0, et pour [F88] = 0,45 mM : Dy, ~ 0,17. Le
graphe montre également qu’a concentration identique (0,9 mM) les deux polymeéres ont un
effet trés proche : une 1égere agrégation est observée dans les deux cas (Alpax = 50 nm). On

note qu’a la méme concentration la solution avec F88 contient le double d’unités (EO + PO).

160
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EO___PO. a0,84 mM
113 19
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Figure Il. 34 : Evolution des paramétres d’agrégation AA dans le temps, de EO;;3PO g
(0,9mM) comparé a F88 (0,9 et 0,45 mM).

Ces résultats montrent que les diblocs sont de meilleurs agents stabilisants que les triblocs,
mais on a voulu vérifier si aux concentrations utilisées il y a des micelles (ou autres agrégats)
ou pas. Pour cela, dans le paragraphe qui suit, on s’est intéressé a déterminer les valeurs de

Concentration d’Agrégation Critique (CAC) des deux diblocs.
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11-3.2. Détermination des CAC pour EO»,7,PO,9 et EQ113P0O19

Nous avons déterminé les CAC des deux diblocs, en utilisant la fluorescence d’une sonde
hydrophobe. La sonde choisi est la DPH (1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriéne) qui est insoluble
dans I’eau, mais elle peut étre solubilisée dans la partie hydrophobe des agrégats de
copolymeéres dans 1’eau. Ainsi, la DPH (sous forme de poudre) est mise au contact des
solutions de polymeres, pendant au moins 24 heures (voir partie expérimentale). Ensuite,
I’intensité de fluorescence a 428 nm (Aex = 353 nm) a été extraite des spectres d’émission, et
tracée en fonction de la concentration dans une échelle logarithmique (Figure II. 35). La

rupture de pente dans le graphe indique la valeur de la CAC.
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Figure Il. 35: Détermination de la concentration d’agrégation critique des diblocs par

Sfluorescence (a) EO»7:2POsqg (b) et EO;13PO .

Pour le dibloc EO,7,PO,9 la CAC trouvée est de I’ordre de 0,36 mM (Figure II. 35a), et pour
le EO;13POj9 la CAC est de I’ordre de 0,19 mM (Figure II. 35b). D’aprées les valeurs trouvées,
toutes les expériences de stabilisation précédentes ont été réalisées a des concentrations en

dibloc supérieures a la CAC, ou tres 1égerement inférieures (EO27,POy9 a 0,277 mM).

Le dibloc EO;,7,PO59 a été étudié plus en détail afin d’avoir une idée plus claire sur la CAC

obtenue en fluorométrie.
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Etude du comportement en solution de EO,7,PO,g par tensiométrie : Le dibloc EO27,POx9
a été étudi€ par tensiométrie en solution afin de déterminer la CAC. Pour cela les mesures ont
¢été réalisées a température ambiante par la méthode de 1’arrachement de la lame en platine.
Cette méthode consiste a déformer I’interface et a mesurer 1’énergie nécessaire a cette
déformation. En effet, on a effectué des mesures de la tension de surface (y), les valeurs
obtenues sont présentées en fonction de la concentration dans une échelle logarithmique dans
la Figure II. 36a. L’¢évolution de la tension de surface en fonction de la concentration montre
une diminution de la tension de surface (entre 1,5.10 a 1,5.10% mmol.L™"), ce qui correspond
a I’adsorption des tensioactifs a I’interface air-eau. Ensuite, une premicre rupture de pente est
observée et la valeur de la tension de surface se stabilise vers 48 mN/m (palier),
caractéristique de 1’agrégation des tensioactifs en solution. Une deuxiéme diminution est
observée et la valeur finale de y devient constante (palier a 45 mN/m). Il est donc probable
que la premiere rupture de pente correspond a la formation de micelles a une concentration
d’environ 0,017 mM. Ensuite, quand la concentration en polymére augmente au-dela de
~ 0,36 mM on observe une seconde transition vers d’autres structures, peut étre des micelles

allongées, ou des vésicules.
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Figure 11. 36 : Détermination de la concentration d’agrégation critique du dibloc, EO;7,PO¢
par tensiométrie (a). Mesure du diamétre hydrodynamique par diffusion de la lumiere en
fonction de la concentration en EO;7,POy.
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Taille des agrégats par Diffusion Dynamique de la Lumiéere (DDL) : Afin de vérifier ce
résultat, on a effectué¢ des mesures de diametre hydrodynamique des objets en solution en
fonction de la concentration en EO,7,POy9 (Figure II. 36b). Le principe de la DDL est
expliqué plus en détail dans la partie expérimentale. Au dessous de 0,01 mM [Dintensité
diffusée est trés faible pour étre mesurée. A partir de 0,02 mM des objets sont observés dont
le diameétre est de I’ordre de 30 nm. Ces objets, sont probablement des micelles sphériques de
EO,7,POy9, formées d’un cceur hydrophobe d’oxypropylene (PO) et d’une couronne
hydrophile a base d’oxyethyléne (EO). Des tailles similaires sont obtenues jusqu’a ~ 0,3 mM.
Ensuite, au dessus de ~ 0,36 mM une augmentation de la taille est observée jusqu’a un

diameétre de 1’ordre de ~500 nm a 3 mM.

On peut donc conclure que deux types d’objets sont formés en solution. I1 s’agit probablement
de micelles sphériques de diameétre ~ 30 nm au-dela de 0,017 mM (CMC), et d’agrégats plus
grands a des concentrations supérieures a 0,36 mM (on note que ces tailles, sont aussi
observées au dessous de 0,36 mM mais en quantité trés faible, ce qui peut expliquer les deux

ruptures de pentes observée en tensiométrie.

Dans les expériences de fluorescence la gamme de concentration étudiée est de 0,015 mM a
1,2 mM pour EO,7,POy9 ce qui fait qu’on observe une seule rupture de pente, qui correspond
a la formation des gros agrégats. Il est probable qu’un effet similaire peut étre obtenu avec
EO;13POy9. En effet, ce dernier forme des agrégats détect¢ en fluorescence a une
concentration plus basse (0,19 mM) que EO,7,PO,9 (0,375 mM). Pour cela une seule rupture
de pente est observée et correspond probablement a la formation des gros agrégats, tandis
qu’a des concentrations supérieures a la CMC, il y a déja des micelles qui sont formées en
solution, et que la sonde est légerement soluble dans ces micelles (croissance lente de

I’intensité de fluorescence en fonction de la concentration au dessous de la CAC).

11-3.3. Effet de la concentration en EO,7,,PO, Sur la

stabilisation des AuNPs

On a étudié Dinfluence de la concentration en EQO,7,PO,9 sur la stabilisation des
nanoparticules d’or en présence de sel (0,9M), a des concentrations inférieures et supérieures

a la CMC. La gamme de concentration en polymére utilisée est de 0 a 0,07 mM. La Figure II.
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37, montre les photos prises aprés 1h et 10 jours d’ajout de sel. Ces photos montrent bien un
bon effet stabilisant de EO,7,PO,9 au dela d’une certaine concentration, mais cette

concentration parait étre supérieure a la CMC.

CAMC CAIC

Figure Il. 37 : Photos des échantillons de nanoparticules d’or stabilisées avec EQ;7,POqg
dans la gamme 0 — 0,07 mM 1 h (a), et 10j (b) apres [’ajout de sel (NaCl 0,9M).

La photo aprés 1 heure (a) montre qu’au dessus de 0,015 mM aucun changement de couleur
n’est observé. Tandis que pour les concentrations inférieures ou égale a 0,015 mM un
changement de couleur de rouge au bleu est observable du a I’agrégation des nanoparticules
en solution. La photo aprés 10 jours (b) montre que les nanoparticules agrégées précipitent,
tandis qu’un changement de couleur est observé pour 0,025 mM, et au dessous les
nanoparticules conservent leur couleur rouge de départ. La ligne en pointillé sur les photos
représente la CMC déterminée précédemment (~0,017 mM). Il parait clair que les
nanoparticules sont stables en présence de micelles, et elles s’agrégent et précipitent
totalement au dessous. La cinétique de déstabilisation a été suivie par spectrométric UV-
visible. Les valeurs des paramétres AL et D sont extraits des spectres d’absorptions et tracés
en fonction du temps. La Figure II. 38 montre 1’évolution de AA et D pour 3 concentrations

différentes.
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Figure 11. 38 : Evolution des parametres AA (a) et D (b) dans le temps pour EQ17,PO59 a
trois concentrations différentes.

Le graphe de AA en fonction du temps montre que pour 0,01 mM les nanoparticules sont
agrégées rapidement et la valeur AL atteint un plateau de 1’ordre de 200 nm (Akpax ~ 200 nm)
aprés ~ 18 heures. Pour 0,025 mM les nanoparticules s’agrégent plus lentement : apres 50
heures Ahmax ~ 100 nm indiquant que dans ce cas les agrégats sont moins denses. Pour
0,04 mM on n’observe pas d’agrégation. En ce qui concerne la décantation (b), a 0,01 mM
une décantation rapide est observée, les nanoparticules sont totalement décanté (D ~ 1) apres
~ 44 heures d’ajout de sel. Pour 0,015 mM, la décantation n’est pas observée pendant les
premicres 74 heures, ensuite elle devient quantitative au-dela de 100 heures, et on atteint 80 %
aprés 350 heures (D~0 ,8), ceci montre un certain effet de la concentration en EOQ,7,POy9 au
dessous de la CMC (~ 0,017 mM). Pour les concentrations supérieures a 0,025 mM nous
n’avons pas observé de décantation pendant plusieurs jours (~ 1 mois). Finalement, les
valeurs de Almax sont extraites des spectres d’absorption et reporté en fonction de la

concentration en EO,7,PO,9 dans une échelle logarithmique (Figure II. 39).
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Figure 1. 39 : Evolution du paramétre Al en fonction de la concentration de EQ7:,PO.

La valeur de la CMC trouvée est représentée par une ligne en pointillé. On remarque que au
dessous de la CMC un léger effet de EO,7,POx9 sur I’agrégation est observé : L’agrégation
diminuant quand la concentration augmente. Au dessus de la CMC I’agrégation diminue trés
significativement et devient rapidement indétectable. Nous pensons donc que la stabilisation

par des micelles de dibloc prévient I’agrégation.

Enfin, une expérience de stabilisation a été effectuée dans les mémes conditions avec le
poly(oxyéthyléne) EO j99. Ce dernier, sur grande gamme de concentration de 0 a 12 mM, n’a
montré auccun effet stabilisant remarquable. En effet, dans tous les cas et pour toutes les
concentrations, les nanoparticules s’agrégent instantanément apres ajout de sel et finissent par
précipiter dans les temps treés court (~ 6 a 20 heures) (les photos des échantillons sont données
en annexes). Les valeurs de Alyax de cette expérience sont représentées en fonction de la
concentration avec les résultats obtenus avec les trois triblocs F108, F88, F68 et le dibloc
EO,7,POy9 (Figure II. 40). On remarque qu’avec EOj99 méme a des fortes concentrations les
valeurs de Almax sont toujours > 170 nm. En plus, on remarque pour le PEO, que la
diminution de AAmax est tres faible méme si la quantité de polymeére est beaucoup plus grande
(12 mM). A T’inverse un effet stabilisant est toujours observé dans le cas des polymeres
amphiphiles (triblocs et dibloc). Ainsi, il est intéressant de comparer au cas du F68 (e)
(EO75PO29EO75) (8400 g/mole) qui a une masse équivalente & EOj99 (A) (8000 g/mole) la

seule différence €tant la présence d’une chaine hydrophobe de 29 unités PO qui fait que les
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nanoparticules sont stables avec le F68 méme a des concentrations plus faibles. De méme, on
peut clairement observer qu’avec le dibloc EOQ,7,PO29 (My,~13700) la quantité¢ de polymere
nécessaire pour avoir une bonne stabilité (Almax ~0) est plus petite que celle utilisée avec les
triblocs (F88 et F68), méme si le tribloc a une taille comparable (F108 = EO;3,POs50EO;3; a
My, ~.14600). Cette meilleure stabilité a des concentrations plus faibles, peut étre expliquée
par le fait qu’avec les diblocs a une certaine concentration on forme des objets en solution qui

peuvent étre a 1’origine de cette meilleure stabilité.
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Figure 11. 40 : Graphe montrant 1’évolution de AAdyax en fonction de la concentration en

polymere pour difféerents systemes AuNPs/Polymere avec (Polymere = EQ;9y, EQO7,PO3,
F108, F88 et F68).

En conclusion, la présence de la chaine hydrophobe dans les diblocs EOPO, donne un
caractére amphiphile, qui fait que les nanoparticules sont stables au-dela d’une certaine
concentration (CMC dans le cas de EO,7,PO59) due a la formation des objets auto-organisées

en solution.

I1l. Conclusions

L'effet stabilisant des copolymeéres a blocs EOLPOyEO,, a des concentrations inférieures a la
concentration micellaire critique sur la stabilité des nanoparticules a été clairement démontré
en utilisant des nanoparticules d’or de taille bien définie et formées avant l'ajout des

polymeres. La présence de la partie hydrophobe est essentielle pour avoir un effet stabilisant.
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Ainsi, le PEOgoo) n’a montré aucun effet stabilisant dans les conditions expérimentales
utilisées dans cette ¢étude. L’analyse des spectres UV-visible des dispersions
copolymeéres/nanoparticules d'or nous a permis de décrire l'agrégation et la décantation des
nanoparticules, séparément par deux parametres. Le processus de décantation est étroitement
lié au processus d'agrégation, et se produit sur une échelle de temps équivalente ou plus

grande que le temps caractéristique de 'agrégation.

Dans le cas des triblocs, la stabilisation dépend de I’architecture moléculaire, la longueur du
segment hydrophobe jouant le réle prépondérant. Ceci peut étre expliqué par le fait que des
interactions hydrophobes-hydrophobes stabilisent 1’édifice de polymeére autour des
nanoparticules, conduisant ainsi a un effet stabilisant plus important. Toutefois, la
stabilisation dépend aussi du rapport du nombre de polyméres sur le nombre de particules,

plus ce rapport augmente, meilleure est la stabilisation.

Les diblocs EOPO, ont montré¢ un léger effet stabilisant au dessous de la CMC, mais
toutefois, un trés bon effet stabilisant dessus de la CMC. Ces derniers ont montré une
meilleure stabilisation que le tribloc équivalent & deux diblocs liés (EO;o3sPO39EO 93 ~
EO;13PO19 — PO9EO)3). De méme, pour une méme quantité d’unités EO et PO, la structure
dibloc donne une meilleure stabilit¢ que la structure tribloc, a des concentrations en
polymeéres plus basse. Mais cette stabilité n’est pas surprenante vue que dans le cas des
diblocs la CMC est plus basse, ce qui fait qu’a ces concentrations il y a des agrégats

micellaires.

Puisque les interactions entre les polymeres et les nanoparticules sont des interactions
physiques faibles, on pense que ces résultats peuvent s'appliquer directement a d'autres types
de nanoparticules. Afin de mieux comprendre 1’origine de cette stabilité, et essayer d’avoir
une idée de ce qu’on a en solution. Par la suite de ce travail on va s’intéresser a caractériser
l'organisation du polymeére a la surface des nanoparticules d'or, ca sera I’objectif du troisiéme

chapitre de ce manuscrit.
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l. Introduction.

Les travaux sur la stabilisation des nanoparticules d’or développés dans le chapitre 2 ont
montré que les copolymeres EOLPOyEO, et EOPOy, peuvent efficacement stabiliser les
nanoparticules dans 1’eau méme a haute force ionique. Dans ce chapitre nous montrons qu’en
présence des polymeres, il devient possible de lyophiliser et de filtrer les particules, ce qui
n’est pas possible en 1’absence de polymere. Ces expériences suggerent que la surface des

particules est modifiée par les copolymeres.

Nous avons donc essayé de mieux comprendre 1’origine de la stabilisation par les
copolymeres a blocs. Pour cela, les hybrides de nanoparticules d’or et de polymeres sont
caractérisés par différentes techniques : potentiel zéta, diffusion dynamique de la lumiére,
diffusion de neutron aux petits angles avec variation de contraste, la microscopie électronique

a transmission (MET) et la cryo-MET.

On a démontré suite a ces ¢tudes que, dans des conditions ou les micelles ne se forment pas
(T < CMT ou C < CMCQC), les copolyméres s’auto-assemblent sur les AuNps. Ces résultats
expliquent la forte stabilité colloidale des AuNps dans les solutions de Pluronics® a des

concentrations inférieures a la CMC.

I. Lyophilisation et redispersion des solutions colloidale

AuNPs/Polymeére

I1-1. Lyophilisation

Des tentatives de lyophilisation des nanoparticules or-citrate sans polymere ont été effectuées,
mais pendant I’étape de congélation, les nanoparticules s’agrégent. La glace résultante prend
un aspect bleu-noir, et on obtient finalement un lyophilisat noir d’aspect trés proche de celui
obtenu aprés précipitation des agrégats de nanoparticules. Cependant, en présence d’une
quantité suffisante de copolymeres a blocs, la lyophilisation est rendue possible sans aucune
agrégation visible des nanoparticules en solution durant 1’étape de congélation. Dans ce

paragraphe on montre les différents résultats des expériences de lyophilisation effectuées.
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Cas des nanoparticules or-citrate, dibloc/AuNPs et de PEO /AuNPs: La Figure III. 1
montre les photos des solutions de nanoparticules d’or avec les polymeres EO,7,PO»o,
EO,13P0O19, EOj99 et les nanoparticules or-citrate sans polymere avant et apres lyophilisation.
Les concentrations en polymére (0,04 mmol.L™") et en nanoparticules (3,4 nmol.L™") sont les
mémes pour tous les échantillons. La photo a gauche montre qu’avant lyophilisation, les
solutions ont la méme couleur rouge de départ. Pendant 1’étape de congélation un changement
de couleur du rouge au bleu est observé avec les systemes EO,13PO o/ AuNPs, EO;9o/AuNPs
et sans polymére. La glace résultante dans ce cas est de couleur bleue, tandis qu’avec

EO,7,PO,9/AuNPs aucun changement de couleur n’est observé (glace de couleur rouge).

a) b)

Figure Ill. 1: Solution colloidale de nanoparticules d’or stabilisées avec EQ;7,PO5q,
EO; 3P0y, EO,g, et sans polymere, avant (a) et apres lyophilisation (b). Concentrations :
[Polymére] = 0,04 mmol.L" et [AuNPs] = 3,4 nmol.L"

Les lyophilisats obtenus aprés un cycle de lyophilisation dans la Figure III. 1b, sont rouges
avec le systéme EO,7,PO29/AuNPs, et noirs avec les autres systeémes. Donc le plus grand
dibloc permet de lyophiliser les nanoparticules dans ces conditions expérimentales, sans

changement de 1’état d’agrégation.

Cas des Pluronics/AuNPs: La lyophilisation est de méme effectuée avec les systémes
Pluronic/AuNPs. De méme, il a été possible d’obtenir un lyophilisat de couleur rouge
similaire a la solution colloidale de départ. Ainsi, par exemple la photo de la Figure III. 2
montre les lyophilisats de Pluronics/AuNPs obtenus avec le F68 (1,2 mM) et le F88 (0,342

mM). Ces concentrations ont été choisies d’une maniere que les nanoparticules soient stable.
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Figure I11. 2 : Photos de lyophilisats obtenues aprés un cycle de lyophilisation, F68/AuNPs
(flacon gauche) et F108/AuNPs (flacon droit). Concentration : [F68] = 1,2 mmol.L™" et
[AuNPs] = 3,4 nmol.L ; [F108] = 0,342 mM et [AuNPS]= 8,5 nmol.L"".

La photo montre clairement que les lyophilisats sont de couleur rouge. La couleur est plus

claire dans 1’échantillon de gauche qui contient moins de particules.

En conclusion, a I’inverse du cas des nanoparticules or-citrate nues, les nanoparticules
stabilisées par des copolymeéres a blocs peuvent dans certaines conditions résister aux étapes
de lyophilisation sans changement de 1’¢tat de dispersion. Le lyophilisat résultant contient des
nanoparticules a 1’état non agrégé (couleur rouge). Enfin, la solution colloidale peut étre

convertie et stockée sous forme de poudre.

I1-2. Redispersion des lyophilisats

Des tentatives de redispersion des lyophilisats obtenus suite a un cycle de lyophilisation ont

été effectuées.

Cas de dibloc/AuNPs, EO190/AuNPs et or-citrate. La Figure III. 3a montre les lyophilisats,

et les solutions colloidales résultantes obtenues apres ajout de méme volume d’eau initiale.
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Figure 11l. 3 : Lyophilisats de nanoparticules d’or stabilisé avec EQ17,PO59, EO;;13POq,
EQO 9, et sans polymere avant (a) et 5 minutes apres redispersion dans ’eau (b).

La photo b montre que le lyophilisat des nanoparticules or-citrate sans polymere est non
redispersable. Au contraire, la redispersion devient possible en présence de polymere, mais la
couleur des solutions colloidales obtenues n’est pas la méme, indiquant des états d’agrégation
différents. Le lyophilisat EO,7,PO,9/AuNPs, donne une solution colloidale de couleur rouge
identique a la couleur initiale avant lyophilisation (bien dispersée), tandis que les lyophilisats
EO;13PO1o/AuNPs et EO;90/AuNPs donnent des solutions de couleur bleues, ce qui est

expliquer par I’agrégation des nanoparticules en solution.

Les spectres d’absorption UV-visible de ces solutions colloidales 5 minutes (a) et 6 mois (b)
aprés la redispersion sont présentés dans la Figure III. 4. Sans polymeére trés peu d’agrégats
ont été redispersables (A ~ 0,1) (Figure I11. 4a (4)). Au contraire, dans le cas de EO,7,POy9 (1)
le spectre d’absorption montre une seule bande centrée a 520 nm, identique a celle des
nanoparticules dispersées avant lyophilisation (0). Ce spectre est maintenu sans aucun
changement pendant plus de 6 mois, les nanoparticules restent bien dispersées en solution
(Figure III. 4b b). Cependant, dans le cas de EO;13POy9 (2) et EOj9p (3) le spectre montre une
bande d’absorption tres large, qui est du a 1’addition d’une deuxiéme bande vers 650 nm
correspondant aux nanoparticules agrégées (Figure III. 4a (4)). Dans ce cas les nanoparticules
sont redispersées sous forme agrégées. Cette nouvelle bande est plus nettement observée a
665 nm dans le cas de EOjq9 (3). L’intensité s’affaisse dans le temps dans ces deux derniers

cas (2 et 3) en raison de la décantation des agrégats de nanoparticules (Figure I11. 4 b 2 et 3).
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Figure Ill. 4 : Spectres d’absorption des redispersions des lyophilisats de nanoparticules
d’or stabilisées avec EO;7,PO9 (1), EO;13PO ;9 (2), EOj99 (3), et citrate (4), apres 10 minutes
(a) et 6 mois (b).(0) correspond au spectre AuNPs/EQ,7;,PO,9 avant lyophilisation.
Concentrations : [Polymére] = 0,04 mmol.L”, [AuNPs] = 3,4 nmol.L".!

Cas des Pluronics/AuNPs. Les lyophilisats obtenus a partir des solutions colloidales de
Pluronics/AuNPs ont été facilement redispersables. Ainsi, la Figure III. 5 montre les photos
de différents échantillons de Pluronics/AuNPs et un témoin de nanoparticules or-citrate avant

lyophilisation (a) et aprés redispersion des lyophilisats (b).

Figure I11. 5 : Solutions colloidales de Pluronics/AuNPs (F108, F88, F68, F127, P123, P84
et P65) et des nanoparticules d’or-citrate avant lyophilisation (a) et apres redispersion (b).
Concentrations : [Pluronics] = 0,04 mmol.L” et [AuNPs] = 3,4 nmol.L™.

La photo a, montre qu’au départ tous les échantillons ont la méme couleur rouge,
correspondant aux particules bien dispersées en solution. La photo (b) montre le résultat 10
minutes apres redispersion dans le méme volume d’eau qu’au départ. Les systémes
Pluronics/AuNPs sont redispersables avec plus ou moins de différence dans la couleur de la

solution finale, dépendamment de I’architecture moléculaire des polymeéres (voir tableau 1).
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Les résultats de la redispersion dans ce cas vont étre discutés en fonction de 1’architecture
moléculaire des Pluronics. Ainsi, les résultats sont présentés en fonction de 1’appartenance de
polymere aux différentes séries étudiées dans le chapitre 2. La Figure III. 6 montre le graphe
de tous les Pluronics et les différentes séries utilisées pour la comparaison de 1’architecture
moléculaire. Par exemple, les Pluronics F108, F88 et F68 appartiennent a la série M1 étudié
dans le chapitre 2, tous les trois ayant 80% d’unités EO par rapport au nombre totale d’unités

(EO+PO) avec F108 > F88 > F68.
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Figure 111. 6 : Graphe montrant le nombre d’unités PO en fonction de nombre d’unités EO
totales (2x) de tous les Pluronics EO.PO,EQ, utilisées dans ce travail (®), les différentes

séries de comparaison sont indiquées par des lignes reliant les polymeres de chaque série par
exemple (POI contient le P123, P84 et P65 et M2 contient le F108, F88, et F68).

Les spectres d’absorption avant lyophilisation, et aprés redispersion ont été enregistrés et
représentés dans la Figure III. 7 en respectant I’appartenance des Pluronics aux différentes

séries.
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Figure I1. 7 : Spectre d’absorption des échantillons de Pluronics/AuNPs et PEO/AuNPs

Iyophilisés puis redispersés. [Polymeére] = 0,04 mM et [AuNPs] = 3,4 nmol.L”
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Pour la série M2 (F108, F88 et F68) on observe que les nanoparticules présentent une seule
bande d’absorption. Avec le F108 le spectre est identique a celui des nanoparticules
dispersées avant lyophilisation. On observe un léger épaulement avec le F88 et un épaulement

plus poussé (a ~ 620 nm) avec F68, dus a une l1égere agrégation des nanoparticules.

Les Pluronics P123, P84 et P65 appartiennent a la série PO1 et F127, F88 et PEO a la série
PO2. Comme dans le chapitre précédent, la chaine hydrophobe parait avoir un effet important.
Ainsi, le F127 qui a la chaine hydrophobe la plus longue de la série PO1 se redisperse
parfaitement (voir photo et spectre qui montre seule bande est observer a 520 nm), avec le
F88 une 1égere partie de nanoparticule est redispersée sous forme agrégée (solution violette et
léger épaulement). Dans le cas de I’homopolymére EO19 la redispersion se fait en grande
partie sous forme d’agrégats comme en témoignent le spectre et la couleur de la solution
(deuxiéme bande vers 650 nm). Pour la série PO1 les nanoparticules sont dans tous les cas
redispersée sous forme agrégées. Mais, le P123 ayant la chaine hydrophobe la plus longue
parait avoir donné une solution de bleu foncé, I’intensité d’absorption est de méme plus
grande indiquant que plus des agrégats sont redispersés. Cependant, le P84 et le P65 donne
des solutions bleu plus claire, avec une intensité d’absorption plus ou moins la méme. La
deuxieme bande est localisée a ~ 682 nm pour P123 ayant la chaine hydrophobe la plus
longue et a 708 nm et 730 nm pour P84 et P65 respectivement, indiquant que I’agrégation est

plus importante quand la chaine hydrophobe diminue.

Enfin, ces deux séries montrent de méme que la chaine hydrophile joue un réle sur la
redispersion des nanoparticules. Ainsi, les polymeéres de la série PO2 ayant la chaine
hydrophile la plus longue (~ 100 unités EO) montrent que les nanoparticules peuvent étre
mieux redispersé (sous forme non agrégée cas de F127). Tandis que deux bandes sont
toujours observées avec tous les polyméres de la série PO1 ayant les chaines hydrophiles les
plus courtes (19 unités EO). Si par exemple, on compare F127 et P123 ayant tous les deux la
méme longueur de chaine hydrophobe (65 + 4), on remarque qu’avec le F127 ayant la chaine
hydrophile la plus longue, la redispersion est meilleure (non agrégée) que celle de P123,

comme en témoignent les spectres et les couleurs des solutions.

On peut donc conclure que les lyophilisats de nanoparticules stabilisées par des copolymeres
sont toujours redispersables. Des effets similaires a ceux observés dans les expériences de
stabilisation selon [’architecture moléculaire du polymeére sont aussi obtenus apres

redispersion. On note que la concentration en polymere a aussi un effet sur la lyophilisation.
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Par exemple, avec le F68 a 1,2 mM en polymére les nanoparticules peuvent étre régénérées

sans aucune agrégation, cela est présenté dans le paragraphe I1.1.

I1l1. Filtration des hybrides Pluronics/AuNPs sur Nylon.

On a essay¢ de filtrer des nanoparticules or-citrate sur un filtre hydrophile en nylon. Ce qu’on
a observe, c’est que les nanoparticules or-citrate s’adsorbent sur le filtre, bien que la taille
pores soit de 0,45 um. On récupere un filtrat limpide qui ne contient pas de nanoparticules
(Figure III. 8a). Ceci est confirmé par UV-visible, ou les spectres d’absorption des solutions

colloidales, avant et aprés filtration sont représenté sur le méme graphe dans la Figure III. 8b

a) b)
2
—&—Or-citr avant filtration
'i —m—Or-citr aprés filtration
_; 1,5 520 nm
1 ﬂ'ﬁ ®
Filtr ation 8
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ﬁ 8
Nvlon 045 um) | 2
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B 0 == = - - T
300 400 500 600 700 800 900
Longueur d'onde (nm)
Figure I11. 8 (a) Photos montrant une solution colloidale de nanoparticules or-citrate avant

et apres filtration sur Nylon (0,45 um). (b) Spectres d’absorption de la solution or-citrate
avant et apres filtration.

Cependant, la question qui nous intéresse c’est : est-ce-qu’une solution de nanoparticules or-
citrate stabilisée par des copolymeéres peut passer a travers un filtre hydrophile. Pour cela,
deux Pluronics, le F127 et le P123 ont été sélectionnés. La Figure III. 9 montre des
¢échantillons de P123/AuNps avant (photo de gauche) et apres filtration (photo de droite) sur
filtre nylon (0,45 um) pour des concentrations de 0 a 1,5 mM.
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Figure I11. 9 : Photos des échantillons de P123/AuNPs avant et aprés filtration sur Nylon
(0,45 um) Concentrations : [P123] = 1,5 mmol.L™" & 0 mmol.L”" ; [AuNPs] = 8,5 nmol.I".

La photo montre que pour les nanoparticules or-citrate, et pour les faibles concentrations en
polymere (0,001 mM) les nanoparticules ne traversent pas le filtre. Cependant, pour 0,01 mM
et au-dela, les nanoparticules commencent a passer a travers le filtre. L’intensité de couleur
augmente quand la concentration en polymére augmente (2 0,5 mM ~ méme intensité de
couleur qu’avant filtration), indiquant que plus la quantité en polymére augmente moins les
nanoparticules sont adsorbées. Cette expérience a ét¢ de méme effectuée dans le cas de
F127/AuNPs (avec [F127] = 2,96 mM a 0 mM). Les spectres d’absorptions ont été enregistrés
pour les filtrats. Quelques spectres sont représentés dans les graphes de la Figure III. 10 En

plus, un spectre pour la concentration la plus élevée avant filtration est représenté dans les

deux cas.
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Figure Ill. 10: Spectre d’absorption des filtrats de P123/AuNPs (a) et F127/AuNPs

(b).Concentration : [P123] = 1,5 mM a 0 mM, [F127] = 2.976 ¢ 0 mmol.L"" et [AuNPs] =
8,51 nmol.L™,
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Dans les deux cas, les spectres montrent que 1’absorbance de la bande a 520 nm augmente
avec la concentration en polymeére. Cependant, 1’absorbance augmente plus rapidement dans
le cas de F127 (Figure III. 10b). En effet, a 0,01 mM en polymeére 1’absorbance dans le cas de
F127 est supérieure a 1 tandis qu’avec P123 I’absorbance est d’environ 0,3. Ceci indique
qu’on a besoin de moins de polymeére pour faire passer les nanoparticules. Les spectres
d’absorption de P123/AuNPs et F127/AuNps a 1,5 mM avant filtration sont donnés dans les
deux graphes. A cette concentration, dans les deux cas, les spectres avant et apres filtration se
superposent, indiquant ainsi qu’environ 100% des nanoparticules ont traversé le filtre. Le
graphe de la Figure III. 11 montre le pourcentage de nanoparticules qui sont passées a travers
le filtre en fonction des concentrations en polymere. Ce graphe montre clairement que 100%
de nanoparticules peuvent traverser le filtre quand il y a suffisamment de polymeére. Avec le
F127, moins de polymére est nécessaires pour faire passer la totalit¢ des AuNPs. Ceci est en
bonne corrélation avec les expériences de stabilité et de lyophilisation qui ont montré que le

F127 est un meilleur agent stabilisant que le P123.
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Figure Ill. 11 : Pourcentage de nanoparticules qui ont traversé le filtre en présence de

Pluronics, représenté en fonction de la concentration en F127(e) et P123(m).

On peut donc conclure, que I’adsorption des polymeéres a la surface des AuNPs modifie 1’état

de surface de ces dernieres, et les rends moins hydrophiles.
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IV. Potentiel zéta des particules avec et sans polymere

D’aprés le modele de Stern, une particule chargée en solution s’entoure d’un nuage ionique, Il
existe une double couche électrique autour de chaque particule (Figure III. 12). Le potentiel
zéta (§) est la valeur du potentiel électrique au plan de cisaillement de la nanoparticule (le
principe de la technique est expliqué en détail dans la partie expérimentale). On note que le

potentiel zéta est indépendant de la taille des particules.

Potentiel de surface

Plan de cisaillement
ouestmesuré g

Plan externedela
couche de Stern

Figure 111. 12 Représentation d’une particule chargée en solution selon le modeéle de Stern,
et montrant le lieu de la mesure du potentiel zéta.

Le potentiel z€ta des nanoparticules or-citrate a été mesuré en solution, en absence et en
présence de Pluronics F127 et P123. Pour les nanoparticules or-citrate une valeur de potentiel
zéta de ’ordre de -40 mV a été obtenue. La Figure III. 13 montre les résultats obtenus en
présence de F127 (a) et P123 (b) a différentes concentrations en polymere. Dans les deux cas
on remarque que le potentiel zéta se rapproche de zéro, quand la concentration en polymeére
augmente. Cette diminution de potentiel zéta en valeur absolue peut étre expliquée de deux
maniéres : soit les Pluronics désorbent totalement le citrate de la surface de nanoparticules, ou
bien il y a couverture des nanoparticules or-citrate par une couronne de polymeére neutre
d’épaisseur croissante qui accroit le rayon hydrodynamique. Une désorption totale du citrate
est peu probable, car dans la plupart des cas sauf aux plus fortes concentrations en F127, le sel
provoque ’agrégation. La valeur du potentiel zéta est similaire aux faibles concentrations
pour les deux polymeres autour de -20 mV, mais avec le P123, on arrive a la saturation du

potentiel proche de zéro pour des grandes concentrations. Ce plateau étant atteint pour des
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concentrations proche de la CMC, ceci peut étre du a la présence de micelles de polymeére qui

interférent avec la mesure.
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Figure 1. 13 : Potentiel zéta a la surface des nanoparticules d’or en fonction de la
concentration en Pluronics. (a) F127 et (b) P123. Les lignes horizontales représentent la

valeur du potentiel zéta des nanoparticules or-citrate. Les lignes verticales représentent les
CMC (0,55 mM pour F127 et 0,04 mM pour P123).

V. Diffusion dynamique de la lumiére (DDL)

L'adsorption de Pluronics® sur différentes surfaces solides hydrophiles est trés faible aux
faibles concentrations et augmente de maniére significative a l'approche de CMC.'”
Toutefois, nos résultats précédents sur la stabilisation colloidale de AuNps ont suggéré qu’il

existe une interaction avec les polymeres méme a des concentrations inférieures a la CMC.

Afin de sonder la formation des agrégats de polymere sur les particules, en présence et en
absence de micelles, des expériences de diffusion de la lumicre ont été réalisées a différentes
températures au-dessus et au-dessous de la CMT. Pour chaque polymere, la taille des agrégats
est mesurée en fonction de la température dans la gamme 20-70 °C. Les concentrations ont été

choisies afin d'avoir la CMT dans cette gamme de températures, lorsque cela est possible.
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V-1. Diffusion de lalumiére avec des triblocs

Le principe de la DDL est expliqué en détail dans la partie expérimentale. Cinq Pluronics®
(F127, F68, F88, F108, P84) avec différentes masse moléculaires et balances
hydrophile/hydrophobe ont fait 1'objet de cette étude.

On va d'abord examiner le cas de F127. Dans la Figure III. 14 une comparaison de l'intensité
de la lumiére diffusée par les suspensions de AuNPs, F127 et AuNPs/F127 est représentée
dans la gamme de température étudi¢ée. Dans la courbe représentant le copolymeére seul,
I’intensité diffusée par le polymére tout seul au dessous de la CMT est trop faible pour étre
mesurée. La CMT,* est représentée (£ 2,5 °C) par une ligne verticale pointillée. L'intensité
diffusée par 1'échantillon contenant les mélanges AuNPs et F127 est significativement plus
¢levée (environ + 120 kCps) que dans le cas des AuNPs seulement. En particulier, au dessous
de la CMT, on pourrait s'attendre a mesurer la méme intensité dans le systtme AuNPs/F127
que pour les AuNPs seules. Ces résultats suggerent la formation d'objets de grande dimension

par l'association de F127 avec des AuNPs, méme en dessous de la CMT.

Les fonctions d’auto-corrélation dans le temps ont été analysées pour en extraire le diametre
hydrodynamique des objets présents dans la solution. La Figure III. 14 b montre la taille des
agrégats mesurés (i) dans le mélange F127/AuNPs, (ii) dans la dispersion de copolymeéres
seulement a la méme concentration, et (ii1) des AuNPs seulement. Dans le cas de solutions de
F127, des dimensions significatives ont été mesurées seulement lorsque des micelles ont été
formées (c'est-a-dire au-dessus de la CMT). Le diamétre de ces micelles parait augmenter
légérement, passant de 20 a 23 nm entre la CMT et 60 °C. Des tailles similaires ont été

rapportées précédemment pour des micelles F127.>¢

Dans le mélange AuNPs/F127, a 20 °C, des agrégats ont ét¢ trouvés avec un diametre
hydrodynamique d'environ 32 nm, ce qui est presque 3 fois plus grand que le diamétre des
AuNPs. Quand la température augmente, la taille des objets augmente également, jusqu’a un
maximum (d = 50 nm) a T = 30 °C, puis la taille diminue et un "plateau" est atteint a environ

45 °C, correspondant a un diametre 5-10 nm plus grand que les micelles de F127.

En conséquence, des objets qui sont nettement plus grands que les micelles de F127 sont

observés au-dessous de la CMC quand les AuNps sont présentes. La taille plus petite observée
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au-dessus de la CMC, pourrait correspondre a une déshydratation de ces objets. Une
désorption totale du polymeére de la nanoparticule semble peu probable, étant donné que le
F127 fournit de méme une bonne stabilisation également au-dessus de la CMT. Toutefois, on
ne peut pas non plus exclure que le signal de DDL devienne dominé par la dispersion des

nombreuses micelles formées au dessus de la CMT.
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Figure 111. 14 : Intensité diffusée (a) et diamétre hydrodynamique (b) mesuré par DDL dans
la solution de F127 et les dispersions de AuNp et AuNp/F127 a différentes températures :
AuNps (e), F127 (O), (o) AuNp/F127. Les lignes en pointillés indiquent la position de la CMT
(+2,5nm). [F127] = 0,07 mmol.L™" ; [AuNPs]= 3,4 nmol.L”.

Afin de déterminer si les résultats précédents sont spécifiques a F127 ou peuvent étre
généralisés a d'autres Pluronics®, des expériences de DDL ont également été réalisées avec 4
autres Pluronics®: F68, F88, F108 et P84. Les Pluronics® F68, F88 et F108 ont tous la méme

proportion d’unités PO dans leur structure moléculaire (nEO/nPO ~ 5,2 et appartienne a la
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sériec M2 voir Figure III. 6). Comme le F127, ils contiennent plus d'unités hydrophiles
qu’hydrophobes. En revanche, le P84 contient une proportion plus ¢élevée d’unités
hydrophobes PO. Les intensités diffusées, ainsi que le diametre hydrodynamique déterminé
par DDL ont montré un comportement trés similaire pour F68, F88 et F108. Ces trois
copolymeéres présentent une CMT dans la gamme de températures étudiées. La mesure du
diametre des micelles (a2 60 ° C) a donné d =8 nm, d = 14,2 nm et d = 19 nm pour F68, F88 et
F108 respectivement, des valeurs qui se comparent avec les résultats précédents de la
littérature.* A des températures inférieures a la CMT, I’intensité diffusée en présence des
AuNps n'était que légeérement plus élevée (de 20 a 50 kCps) que dans le cas des AuNps
seulement Figure III. 15a. Toutefois, la mesure des diametres hydrodynamiques des objets
dans les dispersions mixtes a révélé la présence d'agrégats d'environ d ~ 40-50nm. Encore une
fois, a des températures plus élevées, il est difficile d'analyser les mesures DLS car elles

pourraient étre dominées par les micelles.
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Figure 111. 15 : a) Intensités diffusées et diameétres hydrodynamiques pour les solutions de

Pluronics (F88, F68 et F108) (0) et les dispersions de AuNPs (®) et AuNp/Pluronics® (o)

obtenue avec ces trois copolymeres en fonction de la température. Les lignes en pointillés

indiquent la position de la CMT. Concentrations: [F88] = 0,9 mmol.L", [F68] = 2,5 mmol.L’
1. [F108] = 0,75 mmol. L™ ; [AuNPs] = 3,4 nmol.L"’
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Le P84, a été étudi¢ uniquement au-dessous la CMT. L'intensité diffusée est plus importante
en présence du polymére (similaire au cas de F127), ce qui correspond a la présence

d'agrégats de diameétre augmentant de plus en plus avec la température entre 20 et 40nm.
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Figure 111. 16 : Intensités diffusées (a) et diamétres hydrodynamiques (b) par les solutions de
Pluronics® P84 et les dispersions de AuNp et AuNp/P84 en fonction de la température : (®)
AuNps, (0) AuNp/P84. Concentrations : [P84] = 0,1 mmol.L” ; [AuNPs] = 3,4 nmol.L”.

Les résultats avec tous les polymeres montrent toujours pour le mélange Pluronics/AuNPs des
tailles supérieures aux tailles des particules, ainsi qu’une intensité diffusée plus importante.
On peut donc conclure qu’il y a formation d’objets du a 1’auto-association des Pluronics en

présence de AuNPs, méme au dessous de la CMT.

Effet de la concentration du tribloc sur la taille des objets : On a voulu regarder 1’effet de
la concentration en Pluronics sur la taille des objets dans le mélange Pluronics/AuNPs. Le
F127 est sélectionné et les mesures ont été effectuées en augmentant la concentration de F127
dans une gamme au dessous et au dessus de la CMC. Les tailles obtenues en fonction de la

concentration en polymeére sont présentées Figure III. 17.
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Figure l11. 17 : diamétre hydrodynamique en fonction de la concentration en polymére F127.

Au dessous de la CMC la taille des objets augmente rapidement de 20 a 37 nm. Ceci peut étre
du a ’augmentation de la quantité¢ de polymere a la surface des AuNPs. Cependant, au dessus
de la CMC et sur une gamme de concentration de 0,6 a 3 mM, on observe une croissance plus
lente de la taille. Ceci, peut étre du au fait qu’au dessus de la CMC les micelles de F127
peuvent géner les mesures. La croissance de la taille avec la concentration au dessous de la
CMC indique de nouveau que les Pluronics s’auto-associent en présence des AuNPs, et

forment des objets dont la taille augmente avec la quantité de polymere.

Pour conclure, les résultats de DDL ont montré que des objets de taille plus grande que des
micelles sont formés dans les mélanges AuNPs/polymeére. Pour vérifier que ces objets sont
des hybrides polymeéres-AuNPs et non pas des AuNPs agrégées, on a décidé de faire la

diffusion des neutrons aux petits angles.

V-2. Diffusion de lalumiéere avec des diblocs

Des mesures de DDL ont été effectuées avec le systeme EO,7,PO,9/AuNPs. Dans ce cas, il a
ét¢ difficile d’extraire un diametre moyen, car les fonctions d’auto-corrélation sont tres
complexes. La Figure III. 18 montre la contribution de la taille des objets en solution sur

I’intensité diffusée, dans le cas de EO,7,PO, seul et du systéme EOQ,7,PO29/AuNPs.
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Figure 111. 18 : Contribution des objets en solution a [’intensité diffusée en DDL pour le
EO,7,PO;9 seul et le mélange EQO;7,PO20/AuNPs seul a 3 concentrations différentes en

polymere.
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Avec le polymére tout seul, un pic plus ou moins large centré vers ~ 270 nm est observé pour
toutes les concentrations (de 0,25 a 1,12 mM). De plus une petite contribution a 1’intensité
diffusée est observée vers 4 nm, qui peut étre due a des unimeres en solutions. Pour toutes les
concentrations du mélange EO,7,PO,/AuNPs, il y a apparition d’un pic a des tailles
inférieures a 150 nm, accompagné de la diminution de I’intensité diffusée par les objets de
polymere seul vers 270 nm. Ceci, indique qu’une nouvelle population apparait en solution
qui posseéde une taille moyenne entre la taille des nanoparticules nues et celle des objets de

polymére en solution.

En conclusion, dans le systeme dibloc/nanoparticules on note 1’apparition d’un nouveau pic
indiquant que des nouveaux objets se trouvent en solution, qui ne peut correspondre qu’a des
nanoparticules d’or enrobées de EO,7,PO,9. La taille de ces objets parait étre plus grande (>
65 nm) que ceux observés dans le cas des Pluronics, ce qui peut aussi expliquer la bonne

stabilité des nanoparticules stabilisées avec EO27,PO9.

V1. Diffusion des neutrons aux petits angles.

Les expériences de diffusion des neutrons aux petits angles ont été réalisées par J. Oberdisse a

|'Institut Laue-Langevin (Grenoble, France).

La diffusion des neutrons aux petits angles avec des variations de contraste peut étre utilisée
pour observer d’une maniere sélective I’un ou 'autre d'un mélange de deux éléments en
solution. Les densités de longueur de diffusion du Pluronics ® F127” ® et de l'or sont
respectivement de 0,51.10' cm™ et 4,51.10'° cm™, ce qui procure un contraste suffisant pour
les observer séparément. Nous avons exploité les expériences de diffusion des neutrons en
état or « éteint », afin d’observer sélectivement le F127. Comme référence, nous avons utilisé

une solution de F127 a 0,25% en volume (ca CMC/2) dans D,O (T =23 ° C).

L’intensité diffusée est illustrée Figure III. 19. Pour F127 seul, dans la région des faibles

valeurs de g, un comportement de type Guinier est obtenu :

I(q) =To exp (- ¢° R;/3)
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ou R, est le rayon de gyration. A des faibles valeurs de q (q tend vers 0) la limite de I est
Ip= d)Aszo. En utilisant la fraction volumique ® = 0,25% et le contraste dans D,O Ap =
5,83.1010 cm'z, on trouve le volume d'un objet individuel, Vo = 2,1 10* A°. Cela correspond a
5 % pres a la valeur théorique obtenue pour une seule molécule de copolymére calculée a
partir de la densité et du poids moléculaire de PEO et PPO séparément (les volumes
moléculaires du groupe oxyéthyléne, et du groupe oxypropyléne ont été pris respectivement
comme Veo =73 A® and Vpo =96 A°).” et indique que les molécules ne sont pas agrégées,
mais individuellement dispersées. Le rayon de gyration extrait du fit de Guinier est R;= 56 +
2 A, qui est en trés bon accord avec le calcul du rayon d’une pelote aléatoire «random coil»
tel qu’il est proposé par Flory: R¢= aN"®> =57 A, oua=2 A est la taille d'un monomére (prise
comme étant un oxyéthyléne) et N = 265 est le nombre total de monoméres de la molécule.”
1% Toutefois, une valeur plus petite (Rg = 22 A) a été obtenue précédemment a partir des

mesures de diffusion des neutrons aux petits angles sur des solutions de F127."!

Les points expérimentaux correspondant au polymere seul sont paramétrés (Figure III. 19)

avec la formule de Debye :

1(q) = 1o [, + (qRy)* -11/(qRy)*

(@)Ap® (A%

0.001 0.01

Figure 111. 19 : Diffusion de neutrons aux petits angles pour les solutions de Pluronic F127
au dessous de la CMC, en absence et en présence de AuNps (T = 23 °C). (o) F127 (0,2
mmol.L™) dans D,O (o), FI27 (0,26 mmolL’) + AuNPs or « éteint» (D;O/H0 =
72,5/27,5). Les intensités diffusées sont normalisées par ®Ap’. La ligne continue est un
ajustement en utilisant la fonction de Debye pour des chaines Gaussiennes."’
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Ce fit montre que les données sont en effet bien compatibles avec la diffusion d'une pelote
aléatoire Gaussienne « random gaussian coil » (1/q* diffusion a de grands angles), I, et R,
étant bien siir les mémes que ceux trouvés avec la loi de Guinier, qui est un développement a

faible angle de la loi de Debye.

Afin d'étudier la structure du polymére en présence des nanoparticules d’or, nous avons
réalisé une expérience avec une dispersion de F127/AuNp, dans les mémes conditions de
concentration de polymeére, mais avec un mélange de H,O et D,O permettant d’éteindre 1'or.
Ainsi, seul le polymeére contribue a l'intensité cohérente. Dans la Figure III. 19, cette intensité
a été superposée a celle du polymere, aprés renormalisation des deux a des concentrations et
des contrastes identiques, ceci en divisant par ®Ap>. On a trouvé que les courbes sont bien
superposées a des valeurs de q grandes et intermédiaires, ce qui indique qu’un certain nombre
de conformations des polymeres sont preés des chaines Gaussiennes idéales dans les deux cas.
En présence de AuNps, Iintensité a faible q s’écarte considérablement (q < 0,02 A™"). Cette
augmentation d'intensité est d'au moins un ordre de grandeur. Cela signifie que de nombreuses
molécules s’agrégent sur des échelles de plus de 1/0,02 = 50 A, jusqu'a probablement des
centaines d’Angstrom. Malheureusement, aux faibles valeurs de q, les données sont assez
bruitées et il n’a pas été possible d’extraire un rayon de gyration des agrégats. Toutefois, il est
clair a partir de ces résultats que les nanoparticules d'or, peuvent promouvoir la formation des

grands agrégats de copolymere, méme au dessous la CMC.

VIl. Observation des échantillons par MET

On a voulu observer les agrégats formés par les polymeéres en présence des nanoparticules.
Pour cela, on a décidé de faire la microscopie électronique a transmission avec coloration

négative, et de la Cryo-MET.

Plusieurs types d’échantillons polymere/particule (triblocs F127, P123, F108 et diblocs
EO,7,POy9 et EO;13PO9) ont pu étre observés par MET. Cette technique est relativement
simple & mettre en ceuvre (voir partie expérimentale). Certains échantillons ont été préparés et
observés par nous-mémes au Centre de Microscopie Electronique Appliquée a la Biologie
(CMEAB), d’autres par C. GAILLARD (INRA, Nantes). Cependant, I’observation en MET

s’effectue sur des échantillons séchés, donc assez ¢loignés de la situation en solution. Nous
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avons donc également fait observer quelques échantillons en Cryo-TEM par C. GAILLARD.

Dans ce cas, I’échantillon est observé hydraté.

VII-1.Systemes AuNPs/Pluronics

VII-1.1. MET apres coloration négative

La MET aprés coloration négative d'une dispersion F127/AuNP a [F127] = 0,04 mmol.L",
soit une concentration environ dix fois inférieure a la CMC (0,56mM) a typiquement donné
des images comme celles présentées Figure III. 20. Le polymeére apparait avec un contraste
blanc par rapport a I’acétate d’Uranyle qui couvre le fond d’un gris sombre. Les AuNPs sont
vues directement avec un contraste noir. La morphologie cceur-couronne
(nanoparticules/polymeéres) est clairement visible avec des nanoparticules d’or sombres
entouré¢ par une coquille de polymeére blanche. On peut aussi noter que la plupart des
nanoparticules ont une position centrale dans le polymére. Une minorité se trouve avec une
position asymétrique dans le polymére, qui forme un globule de diamétre plus ou moins
grand. En outre, certaines AuNPs sont trouvées nues, et inversement, de nombreux globules
ne contiennent pas de nanoparticules. La présence de globules de polymeéres vides n'est pas
surprenante, puisque pendant la phase de séchage a l'air de la solution déposée sur la grille de

MET la concentration en polymeére augmente au-dela de la CMC.
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Figure Ill. 20 : Micrographes de MET de dispersions de FI127/AuNp aprés coloration
négative a l'acétate d'uranyle. Les nanoparticules d’or apparaissent avec un contraste
sombre, tandis que le polymeére a un contraste blanc. Les indications PC, LC, AuL et PL
correspondent respectivement a des petites couronnes de polymere, des larges couronnes de
polymere, des AuNPs libres et du polymere libre. Les barres d’échelles représentent 50 nm.

(Cliché C. Gaillard).

Sur un exemple représentatif d’agrégat coeur-couronne centré, les dimensions des deux parties
(du cceur et de la coque de base) ont été¢ déterminées avec précision par la mesure de la
luminosité grace a un profil typique congu de fagon symétrique. Dans le présent cas,
I'épaisseur de la couronne a été estimée a environ 3 nm et la nanoparticule a environ 17 nm de

diamétre Figure III. 21.
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Figure Ill. 21 : détermination de la taille de la couronne de polymére autour des

nanoparticules sur une photo de F127/AuNPs. (Cliché C. Gaillard)

Comme dans le cas de la diffusion de la lumiére, cette expérience a été effectuée avec d’autres
Pluronics, afin de vérifier si cette observation est générale. La Figure III. 22 montre des
photos de nanoparticules stabilisées avec P123 (0,01 mmol.L™) (a) et F108 (0,04 mmol.L™")
(b). De méme que dans le cas de F127 les nanoparticules semblent étre enrobées avec le
polymeére. On a toujours des globules de polymere libre, et trés peu de nanoparticules non

enrobées. Donc, cette observation parait étre généralisable a d’autre Pluronics.
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Figure 1. 22 : Micrographes de MET pour les dispersions P123/AuNp (a) et F108/AuNp (b)
apres coloration négative a l'acétate d'uranyle.

VII-1.2. Cryo-MET sur AuNPs/Pluronics

Dans le cas de la MET en coloration négative, le polymere est totalement séché. Afin
d’observer les agrégats de polymere dans un état pleinement hydraté, aussi proche que
possible de son état dans la dispersion aqueuse, des expériences de cryo-MET ont été
réalisées. En cryo-MET on observe un film mince de la dispersion aqueuse congelée (voir
partie expérimentale). L’ objectif était de confirmer la présence ou non des grands agrégats
révélés par DDL et SANS, ainsi que d’avoir une idée sur I'emplacement des AuNps au sein de
ces agrégats. L’étude en cryo-MET (Figure III. 23) a été effectuée a partir des mémes
échantillons que pour la MET. De méme que pour la MET, une population similaire est
trouvé. Trois types d'objets sont plus exactement observés: (i) des globules de polymere plus
ou moins grands (25-100 nm), intégrants des nanoparticules, ou I’AuNPs n'est pas
nécessairement placée dans une position centrale, (ii) certaines nanoparticules d'or libres
(minorité), et (iii)) un peu de globules de polymére libre. Globalement, les globules de
polymeére contenant les nanoparticules apparaissent avec un diamétre plus grand dans les

micrographes de cryo-MET qu’en MET.
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Figure I1l. 23: Images de Cryo-TEM d’une dispersion aqueuse de AuNPs/F127. Les
indications LC, AuL et PL indiquent respectivement les larges couronnes de polymere, les
AuNPs nues et le polymere libre. Les barres d’échelles représentent 100 nm.

Comparé avec les images de MET des échantillons séchés a l'air et colorés négativement
(Figure III. 20), une différence nette est observée. La différence peut certainement é&tre
attribuée a un effet de séchage du copolymere au moment de 1'évaporation de la goutte de
solution aqueuse sur la grille de MET, provoquant un rétrécissement de la couronne ou des
globules libres. En revanche, l'observation du copolymeére dans un film vitreux obtenu apres
une congélation rapide de la dispersion aqueuse de départ, nous a permis d’éviter tout effet de

déshydratation.

Pour conclure, les expériences de cryo-MET et de MET montrent que les gros objets détectés
par les analyses de DDL et SANS correspondent principalement a de grands globules de

polymere, intégrant les AuNps. Les micrographes de MET (a partir du méme échantillon) ont
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démontré sans ambiguité que les AuNps sont majoritairement situé a l'intérieur de la partie

polymére, ce qui va dans le sens des expériences de stabilité.

VII-2.Systemes AuNPs/EOxPOy

De méme que dans le cas des triblocs, des échantillons de EO,PO,/AuNPs ont été observés en
MET apres coloration négative du polymére avec de I’acétate d’uranyle. Ainsi, la Figure III.

24 montre quelques photos de EO,7,PO,9/AuNPs et EO;13PO ¢/ AuNPs.

a) E0272P029/ AuNPs

Figure 1l1l. 24: Micrographes de MET des dispersions EQO;7,PO.y/AuNps (a) et
EO;13PO;9/AuNps (b) apres coloration négative a l'acétate d'uranyle (2% w/h).
Concentrations : [polymere] = 0,04 mmol.L”, [AuNPs] =3,4 nmol.L”". (Cliché C. Gaillard)

De méme qu’avec les triblocs, les nanoparticules d’or paraissent étre entourées par une
coquille de polymeére blanche. La forme est plutot moins sphérique (plutdt ovoide) que dans le

cas des triblocs. Les nanoparticules ont une position centrale ou asymétrique dans le globule
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de polymeére, qui peut étre formé avec un diameétre plus ou moins grand. Treés peu d’AuNPs
sont trouvées nues, et inversement, il y a (surtout dans le cas de EO272P029) de nombreux
globules de polymeres sans nanoparticules. Des expériences de cryo-MET ont été effectuées
comme pour les triblocs afin de vérifier cette observation, et essayer de visualiser la nature et
la forme de ces objets. Il n’a pas été possible de bien visualiser la phase polymeére surtout dans
le cas de EO272P029, a cause du manque de contraste du a 1’hydratation du polymere.
Cependant, quelques objets de taille supérieure a 100 nm ont était observé dans le cas de

EO113PO19.

On peu conclure, que la DDL et la MET ont montré que dans le cas des diblocs, les
nanoparticules se trouvent dans des globules de polymeéres plus larges que dans le cas des

triblocs.

VIII. Conclusion

Dans ce chapitre toutes les études physico-chimiques qu’on a effectuées on montré que les
polymeéres viennent s’adsorber autour des nanoparticules, formant ainsi un large globule qui
est a ’origine de la bonne stabilité de nanoparticules. Ceci, nous a permis soit de lyophiliser
puis redisperser les nanoparticules dans 1’eau, soit de filtrer sur un filtre polaire (Nylon). La
mesure du potentiel zéta a montré que la polarité des nanoparticules change avec
I’augmentation de la concentration en polymére. A haute concentration en polymeére un
potentiel z€ta proche de zéro est atteint. Les techniques de diffusion SANS et DDL ont
montré que, avec les systemes polymere/AuNPs des objets de taille plus grande que les
micelles sont observés méme au dessous de la CMC ou de la CMT. Avec le systeme
EO,7,PO,/AuNPs les objets paraissent étre plus grands qu’avec Pluronics/AuNPs et plus
compliqués a analyser. Enfin la visualisation de ces systemes par MET et Cryo-MET nous a
permis d’observer que les nanoparticules d'or sont intégrées individuellement dans les
globules de polymeres. La taille des hybrides polymeére/particule est plus grande, et moins

sphérique dans le cas de dibloc que dans le cas des triblocs.
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Chapitre 1V : Cytotoxicité des systemes polymeéres/nanoparticules d’or

l. Introduction

Les propriétés des nanoparticules sont en train de générer beaucoup d'enthousiasme en
biologie moléculaire et en médecine. Les nanoparticules d’or, en raison de la résonance
plasmon de surface, ont un immense potentiel pour le diagnostic et le traitement. Par exemple,
la conjugaison de nanoparticules d’or par des ligands spécifiquement ciblés pour reconnaitre
des marqueurs biologiques a la membrane des cellules cancéreuses permet l'imagerie
moléculaire spécifique et la détection de tumeurs. En outre, les nanoparticules d’or peuvent
convertir la lumicre fortement absorbée en chaleur localisée d’une manicre efficace, ce qui
peut étre exploité pour la thérapie photothermique sélective. Toutefois, la possibilité d'utiliser

des nanoparticules dans des applications biologiques, nécessite I'absence de cytotoxicité.

Dans nos travaux de stabilisation et de caractérisation, nous avons montré que les
copolymeres a blocs enrobent les nanoparticules d’or, ce qui permet de les stabiliser dans
I’eau a haute force ionique (0,9 M NaCl). Les copolymeres a blocs utilisés sont a base de
polyéthyléne glycol (PEG). Il est bien connu dans la littérature que l'incorporation de PEG a
la surface des nanomatériaux posséde un intérét particulier pour la biocompatibilité. Ainsi,
des nanocristaux fonctionnalisés avec du PEG montrent généralement une moindre toxicité,'
et un temps de circulation plus long que d'autres nanocristaux fonctionnalisés avec d’autres
agents de surface. Ce qui fait donc que notre systeme copolymeére/particule peut étre

idéalement biocompatible.

Une étude de la cytotoxicité des systémes Pluronics/AuNPs et EO,PO,/AuNPs a été effectuce
sur un modele de cellules : les fibroblastes de CHO (chinese hamster ovary) et sera présentée
dans ce chapitre. En plus, nous avons réalis¢ des études cinétiques en microscopie
¢lectronique a transmission sur des coupes de cellules aprés incubation avec les

nanoparticules.

I. Cytotoxicité des nanoparticules d’or : état de |'art

Bien que I'or soit un métal inerte, son effet sur la prolifération des cellules normales ne peut
pas étre sous-estim¢. Pour déterminer la viabilit¢ des cellules aprés interaction avec des

nanoparticules, plusieurs études de cytotoxicité ont eu lieu. Ainsi, dans ce paragraphe
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quelques exemples sur I’internalisation’ et la cytotoxicité de nanoparticules d’or sur des

cellules sont présentés.

La cytotoxicité de nanoparticules d’or de différentes tailles et avec différentes chimie de
surface est rapportée dans la littérature. D’une fagon générale, les particules de taille
supérieure a quelques nanometres (~18 nm) sont peu toxiques bien qu’elles puissent pénétrer
dans les cellules. Cela a ét¢ montré pour des particules préparées par réduction au citrate ou
au NaBH,,’ et fonctionnalisées avec divers composés (BSA, peptides, glucose...).*® A
I’inverse, de plus petites particules d’or (nanoparticules < 2 nm) peuvent avoir une toxicité
significative.” Ceci indique que la toxicité peut résulter de la diminution des dimensions d'un
matériau a 1’échelle nanométrique. Il a ét¢ montré que de trés petites nanoparticules d’or
(environ Inm de diamétre ou Auss) peuvent pénétrer les cellules et les membranes nucléaires,
et se fixer & I'ADN.® Une étude récente’ a montré sur quatre lignées cellulaires (tissu
conjonctif, épithéliales, macrophages, et mélanomes) que pour des nanoparticules d’or de
diamétre entre 0,8 et 15 nm toutes stabilisées par des dérivés de triphénylphosphine, les plus
toxiques sont les particules d'or de taille 1,4 nm. Pour cette taille les valeurs de ICsy vont de
30 a 56 uM selon la combinaison nanoparticules d’or — lignée cellulaire. En revanche, les
particules d'or de taille plus grande 15 nm sont non toxiques jusqu'a des concentrations 60 fois
plus élevées. La réponse cellulaire trouvée est également liée a la taille ; les particules de
diamétre 1,4 nm causent principalement une mort cellulaire rapide (12 heures) par nécrose,
alors que les particules de 1,2 nm de diamétre provoquent principalement un effet de mort

cellulaire programmée par apoptose.

Des études plus détaillées sur la prolifération cellulaire, la structure morphologique, la
diffusion, la migration, et la synthése des protéines, qui sont autant de processus qui peuvent
étre affectés par la présence de nanoparticules, ont été effectuées par Pernodet et al, sur des

fibroblastes humains. '

Un résultat intéressant montre que des nanoparticules or-citrate de diamétre environ 35 nm
possedent une toxicité cellulaire spécifique a des cellules cancéreuses HepG2 (human
hepatocellular liver carcinoma) alors que des cellules non cancéreuses BHK21 (baby hamster
kidney) survivent bien.'' L’augmentation graduelle du clivage de la poly (ADP-ribose)
polymérase avec les concentrations en nanoparticules implique que l'effet cytotoxique est dii a

la mort programmeée des cellules.
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I1 ressort donc de toutes ces études que les nanoparticules d’or sont non toxiques sur une
grande famille de cellules et peuvent étre toxiques sur d’autres types de cellules,
dépendamment de leur taille, et/ou leur concentration. Elles peuvent aussi causer des

changements dans la morphologie et du stress sur les cellules.* '

I1l. Etude de la cytotoxicité

Dans ce paragraphe on va présenter les résultats de cytotoxicité, déterminés par 1’étude de

I’activité mitochondriale.

I11-1. Les fibroblastes (CHO) comme modele de cellules

Les cellules fibroblastes de type CHO (chinese hamster ovary) on été choisies comme modele

de cellules pour étudier la cytotoxicité des systémes copolymeres/AuNPs.

Les cellules ont été¢ incubées avec différentes concentrations de nanoparticules d'or et/ou
AuNPs/copolymere dans un mélange RPMI/H,0O pendant 6h. Les contréles correspondent a
des cellules sans traitement aux nanoparticules. A la fin de chaque exposition, les cellules ont
été laissées pendant au moins 24 heures dans le milieu. Le niveau de toxicité¢ des différents
systémes a été évalué¢ a plusieurs temps, par le dosage colorimétrique «MTT». Il s’agit de
d’une réduction enzymatique mitochondriale (par la déshydrogénase mitochondriale) du sel
de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium bromure) jaune en formazan
violet. La viabilité des cellules est estimée par mesure de [’absorbance a 560 nm du

Formazan, et le pourcentage de cellules viables est calculé par rapport au controle.

I11-2. Cytotoxicité avec les systemes Pluronics/AuNPs

La cytotoxicité des hybrides polyméeres/AuNPs a été estimée dans les mémes conditions. Des
nanoparticules stabilisées avec trois triblocs différents (F127, P123 et F108), et le dibloc
EO,7,PO»9 ont été étudiées.

11-2.1. Cas du F127/AuNPs

Plusieurs expériences dans les mémes conditions de culture et d’incubation, mais avec
différentes concentrations F127/AuNPs ont été effectuées. Les résultats de ces expériences

ont été¢ regroupés et présentés dans ce paragraphe. Ainsi, la Figure IV. 1 montre le
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pourcentage de viabilité des cellules a t = 24, 48 et 72 heures aprés ’incubation (6 heures), a
différentes concentrations prise a un rapport constant F127/AuNPs (voir partie

expérimentale).

On remarque qu’apres 24 heures de culture un effet de cytotoxicité dépendant de la
concentration. Plus le systéme est concentré plus il est toxique. Pour le plus grand rapport
F127/AuNPs, ~ 50% de cellules restent vivantes. Ensuite a 48 et 72 heures le taux de cellules
vivantes augmente a ~ 80 % montrant de méme que les cellules continuent a proliférer. A 48
heures on obtient de 80 a 100% de viabilité par rapport au contrdle. A 72 heures un tres 1éger
effet de concentration reste observable, mais le taux de viabilité reste toujours supérieur a 80

%. On peut donc conclure que le systeme F127/AuNPs a un effet de cytotoxique négligeable.

W [F127] = 0,5 mM; [Au(0)] = 417 uM
B [F127] = 0,3 mM:; [Au (0)] = 249 uM
E [F127] = 0,2 mM; [Au(0)] = 167 pM
1604 O
E [F127] = 0,03 mM; [Au(0)] = 25 uM
140 -
o 1204
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Figure 1V. 1 : Graphe montrant la viabilité des cellules a différents temps de prolifération
pris apres 6h d’incubation avec différentes concentrations en F127 et AuNPs.

A toutes ces concentrations en F127/AuNPs on a observé un changement de couleur de la
solution colloidale, quand les nanoparticules sont mises en contact avec les cellules dans le
RPMI, ce qui signifie que les nanoparticules s’agrégent. On a donc essayé d’augmenter la
quantité de polymeére par rapport a celle de nanoparticules dans la solution de départ, afin de
minimiser 1’agrégation. La concentration en FI127 est fixée a 1,5 mM et celle des

nanoparticules a ~760 + 25 uM en Au(0). De cette solution on prend différents volumes de
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(0,5 mL, 0,2 mL et 0,1 mL) qu’on compléte a 1 mL avec du RPMI, pour I’incubation avec les
cellules. Les résultats de viabilité obtenus aprés 24, 43, 72 et 91 heures de mise en culture

sont présentés Figure [V. 2

140
B [F127] = 0,75 mM; [Au(0)] = 380 pM
® [F127] = 0,30 mM:; [Au(0)] = 153 pM
1204 @ [F127] = 0,15 mM; [Au(0)] = 76 uM
o 100 . .
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Figure V. 2 : Graphe montrant la viabilité des cellules a différents temps de prolifération
apres 6h d’incubation avec différentes dilutions de la solution F127/AuNPs ([F127] =
1,5 mM, [ AuNPs] =760 + 25 uM .

Ces résultats correspondent a deux expériences menées séparément, ou la viabilité des cellules
a ¢té mesurée a des temps différents (24 et 72 h pour la premicere, et 43 et 91 h pour la
deuxiéme). Si on considere le systéme le plus concentré, de méme que I’expérience
précédente, on observe une cytotoxicité nette aprés 24 heures (~58 % de perte de cellules).
Ensuite, les cellules proliférent dans le temps jusqu’a atteindre ~ 90 % de viabilité a 91
heures. Pour les deux autres concentrations (0,30 mM F127 et 153 = 5 uM en Au (0), et 0,15
mM F127 et 76 = 2 uM en Au (0)), la cytotoxicité observée a 24 heures est tres limitée (~ 82
a 92 % de viabilité respectivement). Ensuite, une légere décroissance dans la viabilité est
observée a 43 heures (2 ~ 73 et 63 % de viabilité respectivement). Pour les temps plus longs,
la prolifération des cellules permet de rattraper le contrdle et d’atteindre 90 a 100 % de

viabilité apres 91 heures.
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On peut donc conclure, que les nanoparticules or-citrate enrobées de F127 ont un effet de
cytotoxicité faible. Cet effet parait €tre aussi dépendant de la concentration de I’ensemble
F127/AuNPs, ou aux fortes concentrations certaines cellules meurent. Dans les échantillons
qui ont subit une mortalit¢ notable, la prolifération des cellules devient suffisamment
importante pour rattraper partiellement le taux de viabilité des controles (> 80%) aprés 90

heures.

11-2.2. Cas du F108/AuNPs

Les cellules ont été exposées de la méme maniere, pendant 6 heures en présence de
différentes dilutions d’une solution mére de F108/AuNPs. Les résultats de viabilité¢ apres 24,

48 et 72 heures de prolifération sont présentés dans le graphe Figure IV. 3

B [F108] = 0,93 mM; [ Au(0)] = 330,5 uM

B [F108] = 0,56 mM; [ Au(0)] = 198 pM
140 B [F108] = 0,37 mM; [ Au(0)] = 132 uM

B [F108] = 0,19 mM; [ Au(0)] = 66 uM

% de viabilité

24 48 72
temps (heures)

Figure 1V. 3 : Graphe montrant la viabilité des cellules a différents temps de prolifération
aprés 6h d’incubation avec différentes dilutions de la solution F108/AuNPs ([F108] =
1,86 mM; [ AuNPs] =661 uM).

On remarque aprés 24 heures de culture un effet cytotoxique net avec les plus grandes
concentrations (0,93 mM F108 et 330uM Au(0)) ou ~ 50% de cellules sont mortes. En plus,
nous observons a 24 heures une variation de la cytotoxicité de systeme en fonction de la
concentration, ou le pourcentage de cellules vivantes augmente quand la concentration

diminue. On atteint 100% de viabilité par rapport au contrdle pour les faibles concentrations
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(0,186 mM F108 et 66,1 uM Au (0)), taux qui reste plus ou moins constant dans le temps.
Apres 48 heures, une légere augmentation dans la viabilité sur toutes les concentrations est
observée (pour atteindre ~ 95 %), a I’exception du systéme le plus concentré, ou ~ 60 % de
viabilité est obtenue. Aprés 72 heures le taux de cellules vivantes de tous les échantillons est
proche de 95% de celui de controle. On peut donc conclure, que le comportement est tres

similaire a celui de systéme F127/AuNPs.

11-2.3. Cas du P123/AuNPs

Les cellules ont ét¢ de méme que précédemment exposées au systeme P123/AuNPs. Le

résultat de la viabilité mesurée par MTT est présenté Figure IV. 4

l [P123] = 0,2 mM; [Au (0)] = 167 uM
= [P123] = 0,1 mM; [Au (0)] = 84 uM
[ |

140+

[P123] = 0,05 mM; [Au (0)] = 42 pM
[P123] = 0,03 mM:; [Au (0)] = 25 uM
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Figure 1V. 4 : Graphe montrant la viabilité des cellules a différents temps de prolifération
apres 6h d’incubation avec différentes dilutions de la solution P123/AuNPs ([P123] = ImM;
[ AuNPs] = 833 uM).

Dans cette expérience, des résultats non similaires aux deux cas précédents sont observés. En
effet, aucune toxicité évidente n’apparait apres 24 heures (viabilité > 85 %, et méme de
I’ordre de 100 % pour les plus fortes concentrations). A 48 heures une perte de la viabilité est
observée, surtout pour 0,2 mM P123 et 167 uM Au(0), et 0,03 mM P123 et 25 uM Au(0). On

note une toxicité moyenne a 72 heures, d’autant plus importante que la concentration est
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¢levée. Un changement de couleur de la solution colloidale dans le RPMI du a 1’agrégation de
nanoparticules est de nouveau observé. On a essay¢ d’augmenter la quantité de polymere par
rapport a celle de nanoparticules dans la solution de départ, afin de minimiser 1’agrégation, et
essayer de voir si cette cytotoxicité est due au P123. Pour cela, on a effectué d’autres
expériences en utilisant des concentrations plus élevées en P123. Les résultats obtenus sont

présentés dans le graphe de la Figure IV. 5

140 A [P123] =0,5 mM; [Au(0)] = 230,5 pM
W [P123] = 0,3 mM; [Au(0)] = 141 pM
O [P123] =0,2 mM; [Au(0)] = 92 uM
@® [P123] =0,1 mM; [Au(0)] = 47 pM
120- [ ] mM; [Au(0)] 1l o
[ |
. 1004 - 2
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= 80 » A
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Figure 1V. 5: Graphe montrant la viabilité des cellules a différents temps de prolifération
apres 6h d’incubation avec différentes différentes dilutions de la solution PI123/AuNPs
([P123] = ImM; [ AuNPs] = 461 uM).

Ces résultats correspondent a deux expériences distinctes, ou la viabilité des cellules est
mesurée a des temps différents (24, 48 et 72 h pour la premicre, et 43 et 91 h pour la
deuxieme). Comme auparavant pas de cytotoxicité est observé a 24 heures (viabilité > 90%),
tandis que une légere diminution surtout avec les fortes concentrations est observé apres 43,
48, ensuite a 72 heures pas de diminution remarquable est observé. Une viabilité de plus de 80
% a 90 % est obtenue. Si on consideére les résultats aprés 91 heures de culture on peut de
méme observer que les cellules apres cette 1égere effet de cytotoxicité, continuent a proliféré

pour atteindre 100 % de viabilité.
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On peut donc conclure, que les particules stabilisées par les Pluronics ont une légére toxicité
aux plus fortes concentrations utilisées. Cependant, cette toxicité n’est pas trés importante

(viabilité toujours > 50 %), et les cellules continuent a proliférer.

I11-3. Cytotoxicité avec le systeme EOQ,7,,PO,s/AUNPS.

Le test de cytotoxicité est de méme effectué avec le systtme EO,7,PO,29/AuNPs a différentes
concentrations, dans les mémes conditions expérimentales. Les résultats de viabilité sont

représentés Figure [V. 6

140, B [E0272P029] = 0,138 mM [Au(0)] = 152 pM
O
1204 MW [E0272P029] = 0,0345 mM [Au(0)] = 38 uM
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Figure V. 6 : Graphe montrant la viabilité des cellules a différents temps de prolifération
apres 6h d’incubation avec différentes dilutions de la solution EQ,7,PO;0/AuNPs
([EO272PO29] = 0,692mM; [ AuNPs] = 760 uM).

On remarque un léger effet de concentration a 24 et 48 heures. Ainsi, a 48 heures seulement
50 % des cellules sont vivantes pour la concentration la plus forte (152 uM Au(0) et 0,138
mM EO,7,P0O»9), la viabilité augmente quand les concentrations diminuent pour atteindre ~ 80
% avec 28 uM Au(0) et 0,02 mM EO,7,PO»9. Pour la concentration la plus faible, la viabilité
semble diminuer avec le temps. Pour les concentrations intermédiaires la différence est tres
légere. Aprés 72 heures pour toutes les concentrations la viabilité est ~ 80 %. On peut donc

conclure, qu’un léger effet de toxicité est observable aprés 24 et 48 heures, mais apres 72
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heures de culture, les cellules présentent un taux de viabilité de I’ordre de 80 % par rapport

au controle.

La légere toxicité observée peut étre due a I’un des composants du mélange. Dans la suite, des
expériences avec les copolymeres seuls, et les nanoparticules or-citrates nues, sont effectué,

afin d’avoir une idée sur leur cytotoxicité.

I11-4. Cytotoxicité des nanoparticules or-citrate nues

Plusieurs expériences avec différentes concentrations en nanoparticules d’or ont été
effectuées. Le pourcentage de viabilité estimé par rapport aux controles, et a différents temps

de prolifération apres I’incubation est reporté dans le graphe de la Figure IV. 7

140 . :
B [Au(0)] = 416 M
A [Au(0)] =392,5 uM
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120} + [au©)=254um .
A [Au(0)] =235 uM
® [Au(0)] = 167 uM
100 A O A
Neb) A
)
= + ®
= s A = i
ﬁ 80 A . -
> |
() 60 B =
©
(=]
> 40t u .
20+ -
O 1 1 1 1

0 20 40 60 80 100
Temps (heures)

Figure IV. 7 : Graphe montrant le pourcentage de viabilité des cellules CHO a différents
temps de prolifération, apres incubation 6 heures a différentes concentrations en
nanoparticules or-citrate.

On remarque qu’a la plus forte concentration en or 416 pM (~ 6,88 nmoll' en
nanoparticules) (m), il y a une perte de viabilité supérieure a 50 % apres 24 heures de culture.
La viabilité des cellules augmente ensuite dans le temps pour atteindre ~ 65 % de cellules
vivantes a 48 heures et ~75 % a 72 heures. Pour les autres concentrations 254 uM Au (0) (~

4,7 nM en nanoparticules) 167 pM Au (0) (~2,7 nmol.L™" en nanoparticules) 132 pM Au (0)
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(~ 2,4 nmol.L™" en NPs), on ne note pas de toxicité significative sur le temps de 1’expérience
(80 a 100% de wviabilit¢). On peut donc conclure, qu’aux fortes concentrations en
nanoparticules, certaines cellules meurent, apreés 24 heures de culture. Les nanoparticules or-
citrate jusqu’a une concentration (~ 390 uM Au(0)) n’ont pas d’effet cytotoxique remarquable

(~80% de viabilité) sur les cellules de CHO.

I11-5. Cytotoxicité des Copolymeres

111-5.1. Cytotoxicité des Pluronics

Le F127 et le P123 sont sélectionnés pour étudier la cytotoxicité des Pluronics. Les cellules
sont exposées a différentes concentrations de ces polymeres pendant 6 heures, et la viabilité
des cellules aprés 24 heures de culture est estimée par le test MTT. Les résultats de viabilité

sont représentés dans les graphes de la Figure V. 8
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Figure 1V. 8: Viabilité des cellules a 24 heures aprés [’incubation avec différentes
concentrations en F127 (a) et P123(b).

On remarque que pour ces deux polymeres, il n’y a pas d’effet cytotoxique aprés 24 heures,
méme pour les plus fortes concentrations (1 mM pour F127 et 0,62 mM pour P123). Ces

résultats ne sont pas trés surprenants, ¢tant donné que les Pluronics sont généralement connus
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pour ne pas étre toxiques, et largement utilisés en pharmacologie. A I'inverse le systéme
F127/AuNPs a 0,5 mM F127 et 416 uM a montré 50 % de perte de viabilité a 24 heures,
méme si la concentration en polymere est plus petite, si on considére la méme concentration
en particules or-citrate nue (416 uM Au(0)) on a observé une viabilité de 42 %. Ce qui fait
que la cytotoxicité observée précédemment pour les fortes concentrations, n’est pas forcément

due aux polymeres, mais plutot a la concentration des AuNPs.

On note que dans certains cas, les cellules se détachent du fond de la boite de puits pendant
les étapes expérimentales, et ces cellules flottent a la surface de la solution de MTT, et ne sont
pas prises en compte dans les tests de viabilités (elles sont prélevées avec la solution de
MTT). Cependant, elles possédent une couleur violette, indiquant que ces cellules restent

toujours vivantes.

111-5.2. CVtOtOXiCité de E0272P029

De la méme fagon, Les cellules sont exposées a différentes concentrations en EO,7,PO,9. La
viabilité des cellules aprés 24 et 72 heures de prolifération est présentée dans le graphe de la

Figure IV. 9
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Figure IV. 9: Graphe montrant la viabilité des cellules a 24 heures et 72 heures de
prolifération apres 6h d’incubation a différentes concentrations en EQ7:POo.
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On remarque aprés 24 heures, pour la plus forte concentration (0,346 mM) une perte de
viabilit¢ de ~30 %, tandis que la viabilit¢ des cellules est de ~100 % avec les autres
concentrations. Cependant, apres 72 heures la viabilité¢ avec 0,346 mM EQO,7,PO,9 augmente
pour atteindre ~90 %. La perte de viabilité pour les concentrations intermédiaires (0,138 et
0,069 mM) n’est pas significative car c’est dans la barre d’erreur expérimentale. Pour la

concentration la plus faible, la viabilité est toujours de I’ordre de 100 %.

On note que dans les expériences de cytotoxicit¢ EO,7,PO/AuNPs la plus forte
concentration en EO,7,POx9 utilisée est de 0,138 mM. A cette concentration le polymeére seul
ne donne pas de cytotoxicité a 24 heures. A 'inverse, le systtme EQO;7,PO,9/AuNPs avec
0,138 mM EQO;,7,PO,9 provoque une perte de viabilité de ~ 30%. Il en est de méme pour
[EO272PO2] = 0,069 mM.

Une fois encore il semble que la 1égere toxicité observée précédemment soit due a I’or et non

pas au polymere.

IV. Observation par MET des cellules aprés incubation

Afin d’avoir une idée si les nanoparticules sont entrées dans les cellules, on a décidé de faire
la MET sur les cellules. Cependant, des observations ont ¢été effectuées en MET sur des
coupes trés fines des cellules effectuées par Bruno PAYRE au CMEAB (Centre de
Microscopie Electronique Appliquée a la Biologie de Toulouse). Des cellules incubées avec

de F127/AuNPs, EO,7,PO,9/AuNPs, et des nanoparticules or-citrate nues ont été observées.

Cas de F127/AuNPs et des nanoparticules or-citrate nues. Les cellules sont exposées a une
solution de AuNPs (375 uM en Au(0)), ou a une solution F127/AuNPs contenant la méme
concentration en Au(0) (375uM) et [F127] = 0,755 mM dans un mélange RPMI/H,O (50/50).
Apres ’incubation (3 heures ou 6 heures), les puits sont rincés avec une solution tampon de
PBS, et fixé avec une solution de glutarataldehyde et envoyé au service de CEMAB. Les

photos prises sur des coupes observé en MET sont présentées Figure [V. 10.

Les photos montrent que dans tous les cas les nanoparticules sont entrées dans les cellules.

Ces nanoparticules sont sous forme agrégées, ce qui a ¢été également observé (par un
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changement de couleur) dans les expériences de cytotoxicité. La comparaison des deux photos
apres 3 heures d’incubation suggere qu’avec le F127, il y a plus de nanoparticules qui sont
entrées dans la cellule, mais ceci reste a vérifier sur plus d’expériences. Les nanoparticules
entrent probablement par endocytose, car on peut remarquer une invagination de la membrane
cellulaire entourant les nanoparticules (zones encerclées sur les deux photos de la Figure IV.

10a)

a) F127/AuNPs 3 heures d’incubation AuNPs 3 heures d’incubation

Figure IV. 10 : Clichés de MET des coupes fines de cellules aprés incubation 3heures (a) et 6
heures (b) avec des solutions de nanoparticules or-citrates nues et F'127/AuNPs.
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Aprés 6 heures d’incubation I’aspect cellulaire est peu modifié. Les cellules présentent un
aspect normal. On n’observe pas de nanoparticules dans le noyau (zone sombre dans les
cellules). En plus, les agrégats de nanoparticules a I’intérieur de cellules semblent étre dans
des vacuoles blanches (lysosome/endosome), ce qui est cohérent avec un mécanisme

d’endocytose. Des études plus approfondies sont indispensables pour vérifier cette hypothése.

Cas de EO,7,PO,/AUNPS

Les photos prises sur des coupes observées en MET 6 heures aprés incubation avec
EO,7,P0O,9/AuNPs sont présentées dans la Figure IV. 11. On remarque qu’avec ce systéme les
nanoparticules d’or ne sont pas agrégées. Les nanoparticules a I’intérieur des cellules
conservent leur taille et leur forme de départ. Les photos de la Figure IV. 11 ont été prises sur

un échantillon a 0,138 mM EO,7,POy9 et 152 uM Au(0).
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Figure I1V. 11 : Clichés de MET sur des coupes fines de cellules aprés incubation 6 heures
avec une solution de EQ>7,,PO»0/AuNPs.

La premiére photo (en haut a gauche) montre un bout de cellule. La partie encadrée en blanc
est montrée a un plus grand grossissement en haut a droite. Cette derniére montre que la
partie marquée par un petit carré noir contient des nanoparticules a 1’état non agrégé. D’autres
photos prises sur cette grille montrent également que les nanoparticules sont entrées dans les
cellules a I’état dispersé. D’autres concentrations en EQO,7PO,9/AuNPs ont montré des

résultats similaires.

Pour conclure, les nanoparticules dans tous les cas aprés 6 heures d’incubation sont entrées
dans les cellules. Elles se trouvent dans les cellules sous forme bien dispersés quand elles sont
stabilisées avec le dibloc EO,7,POy9. Tandis que, dans le cas des nanoparticules or-citrate
nues, et avec le systéme F127/AuNPs, les nanoparticules entrent dans les cellules sous forme

des gros agrégats.
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Afin d’avoir une idée sur la stabilité des nanoparticules stabilisées avec des Pluronics et
EO,7,P0O,9 dans le mélange d’incubation (RPMI/H,0), on a effectué des cinétiques suivies par

UV-visible. Les résultats obtenus sont présentés dans le paragraphe qui suit.

V. Etude de la stabilité des AuNPs dans le mélange RPMI/H,O

Des cinétiques sur F127/AuNPs, P123/AuNPs et EO,7,PO,9/AuNPs a 37 °C dans le mélange
RPMI/H,O ont été suivies par spectroscopie UV-visible pendant 24 heures dans le cas des
Pluronics et 20 heures pour EO,7,PO59. On a fixé le rapport polymére/particules dans 1’eau,
ensuite 1’ensemble est dilué avec différents volumes de RPMI pour avoir a la fin 50% a 95%

en RPMI dans le mélange.

Cas de F127/AuNPs : Dans tous les cas, et a toutes les concentrations en F127/AuNPs prises
dans ces expériences, on a remarqué que les nanoparticules s’agrégent. En effet, dés que la
solution colloidale de nanoparticules est mélangée avec le RPMI, un changement instantané
de couleur du rouge au bleu est observé. Les spectres d’absorptions a différentes
concentrations sont présentés Figure IV. 12. On remarque que 5 minutes aprés 1’ajout de
RPMI, pour toutes les concentrations une nouvelle bande est localisée vers ~ 652 nm,
indiquant un état d’agrégation plus ou moins similaire et indépendant de la concentration, a

I’exception de F127/AuNPs (0,5mM/367uM) ou la nouvelle bande est centrée vers ~ 634 nm.
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Figure V. 12 : Spectres d’absorption dans le temps de F127/AuNPs a différentes dilutions
par le RPMI (RPMI/H,O = 50/50; 70/30, 80/20; 90/10 et 95/5 du premier au dernier

graphe)

Ensuite sur des temps plus longs, on remarque dans tous les cas que la bande d’absorption se
déplace légerement vers les grandes longueurs d’ondes (AA = 160 = 7 nm). Ceci est
accompagné de diminution de I’intensité d’absorption sur tous les spectres indiquant que les

agrégats qui se forment décantent. Aprés 24 heures toutes les nanoparticules sont précipitées.

Cas de P123/AuNPs: Les spectres d’absorptions a différentes concentrations en
P123/AuNPs sont présentés Figure IV. 13. On observe toujours 1’apparition d’'une deuxieme
bande vers des grandes longueurs d’ondes indiquant I’agrégation de nanoparticules en
solution. Ensuite, dans le temps, sur toutes les concentrations, il y a déplacement de la
nouvelle bande vers des longueurs d’ondes plus grandes, indiquant que les nanoparticules

continuent a s’agréger.
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Figure IV. 13 : Spectres d’absorptions dans le temps de P123/AuNPs a différentes dilutions
par le RPMI (RPMI/H,O = 50/50; 70/30, 80/20; 90/10 et 95/5 du premier au dernier

graphe).

Pour les fortes concentrations (0,5 a 0,2 mM P123 et 365 a 147 uM Au(0)), le déplacement de
la nouvelle bande atteint une position centrée a 660 = 4 nm (AL = 138 + 2 nm) a 24 heures.
Pour les concentrations plus petites, la bande est un peu plus déplacée (AL >154 nm). Ceci
peut étre du soit au fait que le mélange est de plus en plus riche en RPMI (90 et 95 % v/v en
RPMI respectivement), soit au fait qu’aux faibles concentrations en polymére la protection
des nanoparticules est moins efficace. On obtient alors des agrégats plus denses. Aux plus
fortes concentrations, méme si les agrégats ne sont pas si denses (AL = 138 = 2 nm),
I’intensité diminue globalement indiquant que ces derniers précipitent. La décantation parait
étre plus rapide quand la concentration augmente, tandis que pour les concentrations plus
petites la diminution de 1’intensité d’absorption n’est pas significative. Il est probable que
cette décantation est dépendante du polymeére et pas de tailles d’agrégats de nanoparticules.

En effet, le P123 (70% en unités PO) a 37 °C est de plus en plus ce hydrophobe due a la
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déshydratation des unités EO et PO, ce qui fait probablement que le polymére forme des

objets plus hydrophobes qui probablement facilite la précipitation.

En conclusion, il apparait ici que contrairement a ce qui a été décrit dans le chapitre II, les
nanoparticules stabilisées par P123 sont plus résistantes a 1’agrégation que dans le cas de
F127. On note ici, que dans les conditions présentes (37 °C) on est toujours au dessus de la
CMT." En plus, il est possible qu’avec le P123 il existe des objets en solution de tailles plus
grandes (comme des micelles allongées) peuvent étre a I’origine de cette stabilité. En effet, on
a effectué des mesures en DDL avec le P123 et on a remarqué que des objets de taille plus
grande que les micelles contribuent de plus a I’intensité diffusée, tandis que dans le cas de

F127 il y a seulement des micelles de diamétre de I’ordre ~20 nm. Figure IV. 14
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Figure 1V. 14 : Distribution en taille de la contribution a [’intensité diffusée. Conditions :
[P123]= 0,012 mM et T = 35 °C.

Les micelles de P123 dans I’eau ont un diamétre d’environ 17 nm." Elles contribuent trés peu
a I’intensité diffusée. On remarque une grande contribution d’objets de taille plus grande (~
120 nm) qui peuvent étre des micelles allongées formées par des interactions des micelles
sphériques de P123, ainsi qu’une faible contribution d’objets plus gros. Ces résultats

nécessitent d’autres expériences afin de mieux comprendre la nature et la forme de ces objets.
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Cas de EO,7,PO2/AUNPs : De méme que précédemment une cinétique pendant 20 heures a
37 °C a été effectuée avec le systtme EO,7,PO,9/AuNPs. Les spectres d’absorption sont

présentés Figure IV. 15.
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Figure IV. 15: Spectres d’absorptions dans le temps de EO;7,PO29/AuNPs a différentes
dilutions par le RPMI (RPMI/H,O = 50/50; 65/35, 80/20; 90/10 et 95/5 du premier au

dernier graphe).

Dans ce cas, a I’exception de la plus faible concentration (0,034 mM EO272P0O29 et 35 uM
Au(0)) qui montre une deuxieme bande (AL = 116 nm), il n y a pas une deuxi¢me bande bien
défini apres 20 heures sur toutes les concentrations. On remarque un léger épaulement qui
s’¢largit lentement, indiquant une agrégation trés lente. Dans certains cas on a observé un peu
de diffusion aux temps longs. Cependant, aprés 6 heures 1’agrégation n’est pas significative,
ce qui confirme les résultats de MET avec le EO,7,PO,9/AuNPs, ou les nanoparticules sont

trouvées a I’intérieur des cellules dans un état bien dispersées.

196



Chapitre 1V : Cytotoxicité des systemes polymeéres/nanoparticules d’or

Dans ce cas comme précédemment pour F127 et P123 on est toujours a des concentrations
supérieures a la CAC. Dans le chapitre 2 on a observé avec EO,7,PO59 a 25 °C deux types
d’objets de tailles différentes en fonction de la concentration. Afin d’avoir une idée sur la
taille des objets en solution a 37 °C, on a effectu¢ des mesures en DDL a différentes
concentrations en EO272P029. Les diametres hydrodynamiques obtenus sont présentées en

fonction de la concentration en EO,7,PO,9 Figure IV. 16 avec ceux a 25 °C.
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Figure 1V. 16 : Diamétre hydrodynamique des objets de EQ,7,PO9 mesurés par DDL, en
fonction de la concentration a 25 °C (m) et 37°C (o).

On remarque qu’a 37 °C pour les faibles concentrations (~0,02 - 0,32 mM), les objets ont des
tailles (~ 130 nm) supérieures a la taille des micelles obtenue a 25°C (~ 30 nm). Ceci peut
correspondre a un changement de conformation des micelles de sphérique a allongée. Au-dela
de 0,32 mM la taille des objets augmente avec la concentration jusqu’a une taille d’environ
300 nm, qui sont probablement des structures plus complexes (vésicules...). On peut donc
conclure que dans les conditions physiologiques, les nanoparticules se trouvent en présence
d’objets de taille supérieure a des micelles. Ces objets peuvent étre a 1’origine de la stabilité
et des problémes de diffusion parfois observé avec les solutions colloidales
EO,7,PO29/AuNPs. Toutefois, ces résultats nécessitent des expériences et des études

supplémentaires, afin de mieux comprendre la nature et la forme de ces objets.
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Pour conclure, les nanoparticules stabilisées avec de EO,7,PO,9 paraissent étre moins sensible
a ’agrégation dans le RPMI que celles stabilisées avec des Pluronics. Ces résultats sont en
bonne corrélations avec ceux de chapitre II. Toutefois, on note une agrégation importante des
nanoparticules stabilisées par F127 ou P123 dans le RPMI, alors que ce dernier contient
moins de sel (tampon Herpes (sulfonates) 25 mM) que les conditions utilisées au chapitre II.
Il est donc probable qu’un autre constituant cause 1’agrégation des nanoparticules. Le RPMI
contient la L-glutamine (molécule avec deux fonctions amines). Il se peut que ces molécules
viennent s’adsorber sur les nanoparticules d’or et déplacer le polymére ce qui peut
probablement causer 1’agrégation. Afin d’essayer de comprendre, et de se faire une idée sur
I’effet d’ajout du RPMI sur une surface d’or. On a effectué une expérience avec une

microbalance en quartz.

VI. Microbalance a quartz

La microbalance a quartz est une technique qui est souvent utilisée pour étudier 1’adsorption
des amphiphiles. Cette technique est basée sur les variations de vibrations d’un quartz
(fréquence et dissipation). Le signal mesuré est sensible a la masse adsorbée sur le quartz, et
aux propriétés viscoélastiques du fluide environnant. On a utilisé cette technique afin de
regarder 1’adsorption et la désorption des Pluronics. Le F127 a été sélectionné pour cette
expérience. Les résultats obtenus sont montrés dans le graphe de la Figure IV. 17. Avant
I’addition du F127 la surface d’or est saturée en citrate. Quand le F127 est dépos¢, ceci induit
une diminution de la fréquence observée de 0 a — 30 Hz, accompagnée de I’augmentation de
I’énergie de dissipation de 0 a 5 indiquant ainsi que le polymere vient s’adsorber a la surface
d’or. Ensuite ’ajout de quantités croissantes de polymere provoque de méme, une diminution
de la fréquence et une augmentation de D. Quand on rajoute du citrate 8 4 mM, on observe
une augmentation de la différence de fréquence de -50 a -25 Hz indiquant qu’une quantité de
polymeére est désorbé. Ceci est accompagné d’une diminution de la viscosité (D diminue de 14
a 4). Quand le RPMI est ajouté on détecte une faible variation du signal, vraisemblablement
due a la viscosité¢ du RPMI. Enfin si on ajoute encore du citrate, on remarque que treés peu de

variation dans AF et D est observé sans atteindre toujours les valeurs de départ (zéro).
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Figure 1V. 17 : Graphe montrant la variation de la fréquence de résonnance, et de l’énergie
de dissipation induite par [’ajout de F127 et de RPMI sur un cristal recouvert d 'une surface
d’or.

De cette expérience, on peut tirer deux conclusions. Premi¢rement, la désorption du F127
induite par un lavage continu avec une solution de citrate est lente. L’allure de la courbe
suggere qu’il faudrait bien plus qu’une dizaine d’heures pour tous désorber. Deuxiémement,
en présence de RPMI, on ne note pas d’adsorption significative en masse sur la surface
Au/F127. Des expériences plus profonde et sur des temps plus long sont toujours afin de

vérifier cette hypothése.

VII. Conclusions

Nos ¢études de cytotoxicité avec des nanoparticules or-citrate enrobées ou non avec des
copolymeres a blocs, ont montré en général un faible effet de cytotoxicité dans les premicres
heures (24 a 48 heures) de différentiation dépendant de la concentration en nanoparticules
et/ou nanoparticules/polymere. Pour les temps longs de culture, les cellules traitées présentent

une viabilité proche a celle des cellules controle (non traitées), quelque soit la concentration
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en nanoparticules et/ou polymeére/nanoparticules utilisée. L’effet de concentration disparait
sur les temps de mise en culture. La microscopie €lectronique a transmission sur des cellules
fixées apres incubation a montré que dans tous les cas, avec ou sans polymere, les
nanoparticules sont entrées dans les cellules. Dans le cas des nanoparticules or-citrate, et
Pluronics/AuNPs les nanoparticules sont trés sensibles a la présence de RPMI qui cause leur
agrégation. Ces dernieres entre donc dans les cellules sous forme agrégée, tandis qu’avec le
systéme EQO,7,PO,9/AuNPs les nanoparticules d’or conservent leur état de dispersion initial
pendant les 6 heures d’incubation dans le mélange RPMI/H,O0, et se trouvent dans les cellules
a I’état non agrégée. Dans certains cas les membranes de cellules sont apparues un peu

déchirées ce qui fait que certaines cellules sont mortes.
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. Matériels

e Matériels et solvant utilisés : L'eau est purifiée par un filtre et une résine échangeuse
d'ions (résistivit¢ 16 * MQ.cm), en utilisant un dispositif Purite. Toute la verrerie a été
nettoyée avant d'étre utilisée avec une solution d'acide (3 parties de HCI concentré et 1 partie
de HNO; concentré), rincée a l'eau triplement distillée, a 1'éthanol a 1'acétone puis séchée au
four. L’acide tetrachloroaurique trihydrate (HAuCls, 3H,0), le citrate de sodium (C¢HsNa3 O,
2H,0), le chlorure de sodium (NaCl), les Pluronics® F127, F68 et le polyéthyléneglycol
(My,= 8000 g.mol™) ont été achetés auprés de Sigma Aldrich. Les Pluronics® P123, P104,
P84, F88, L62, L64, F108, P85 et P65 ont ét¢ donnés par BASF. Certaines de leurs
caractéristiques moléculaires sont énumérées dans le tableau 1 (voir chapitre 2). Les diblocs
poly(ethylene oxide-b-propylene oxide) EO;2000PO1700 (Mw/My =1,08) et EOs000PO1100
(My/M, = 1,08) ont été achetés aupres de « Polymer Source ». Tous les produits ont été

utilisés tel qu'ils ont été regus, sans autre purification.

I1. Préparation des systemes

I1-1. Synthése des nanoparticules d’or

La synthese des nanoparticules d’or dans notre étude est faite de la maniére suivante :

50 mL d’une solution aqueuse de HAuCls, 3H,0 (1 mmol.L'l) sous agitation, sont chauffés
jusqu’a reflux, pendant 15 a 17 minutes. Ensuite 5 mL d’une solution de citrate de sodium
(38,8 mM) sont injectés rapidement au niveau du vortex, par une seringue. Le chauffage est
maintenu pendant 12 minutes aprés 1’injection du citrate, puis arrété. La solution est laissée a

la température ambiante sous agitation continue.

Apres injection du citrate, la couleur de la solution d’or passe de jaune clair a incolore, puis en
15 a 20 secondes devient grisatre ou bleu foncé (nucléation), et aprés environ 70 a 90
secondes, elle prend sa couleur finale rouge vin, qui indique la formation de nanoparticules

d’or.

La concentration en Au(0) dans le bain de synthése est de 9,09.10 mol.L™", dans un volume
de 55 ml, ce qui correspond a 5.10” mole, soit N = 3,011.10" atomes d’or. La taille des
nanoparticules trouvées en MET est de I’ordre de ~ 12 nm. Le nombre d’atomes d’or par une

particule sphérique est estimé a Nauymp = 5,3.10" atomes/particule (voir chapitre 2 pour le
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calcul en détail). Donc la concentration en nanoparticules dans le bain de synthése est de
’ordre de 17 nmol.L'. Dans les expériences de stabilisation la solution mére des

nanoparticules d’or a été souvent diluée 5 fois.

Les nanoparticules d’or obtenues par cette méthode de synthése ont été caractérisées par
spectroscopie UV-visible, en utilisant des cuves en polystyréne d’un centimetre de trajet
optique. La solution mére est diluée 5 fois ([AuNPs] = 3,40 nmol.L™") pour la mesure, le

spectre pris entre 300 et 820 nm (A ~ 0,65 a 520 nm).

11-2. Echantillons pour les études de la stabilisation

Pendant toutes les expériences, et pour chaque série de polymeéres, un méme bain de synthése
de nanoparticules fraichement préparé a été utilisé. Des solutions concentrées de polymeére
préparés une nuit a I’avance et conservées au frigo ont été utilisées. La solution colloidale
finale du mélange polymére/AuNPs contient 3,40 nmol.L™" en nanoparticules (0,5 mL de la
solution mére dans 2,5 mL), et différents volumes (ImL, 0,9 mL.....) de solution de polymére
concentrée sont ajoutés afin d’atteindre la concentration finale désirée de polymére en
solution, le volume de 1’ensemble est complété a 1,5 mL avec de 1’eau ultra pure. Ensuite, la
force ionique de la solution a été ajustée a 0,9 mol.L™ NaCl en complétant le volume a 2,5 mL
avec une solution de NaCl a 2,25 mol.L™". Les spectres d’absorption sont enregistrés dans le
temps apres 1’ajout de sel (t=0). Les expériences de comparaison sont effectué¢es dans les

mémes conditions (avec ou sans agitation).

I1l. Techniques d’analyse physicochimigque

Les techniques de caractérisation et la préparation des échantillons seront développés en détail

dans les paragraphes suivant :

I11-1. Spectroscopie UV-visible (UV-vis)

Les mesures sont effectuées sur un spectrophotométre a barrette de diodes Hewlett Packard
HP 8452A Diode Array Spectrophotometer ou sur un Varian Carry 100 bio équipé d’un
passeur.

On utilise des cuves en polystyréne, ou en quartz. Le trajet optique est de 1 cm.
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I11-2. Microscopie Electroniqgue a Transmission (MET)

Principe : La MET est une technique de microscopie ou un faisceau d'électrons est
« transmis » a travers un échantillon trés mince. Les électrons sont absorbés par les éléments
riches en électrons (principalement les métaux). Les €lectrons transmis donnent naissance a
une image. Plus I’objet est dense en électron plus il apparait sombre. L'émission des €lectrons
est produite par chauffage d'un filament de tungsténe ou d'un cristal d'hexaborure de lanthane.
Un vide poussé est effectué dans le tube du microscope. La tension accélératrice est de 1'ordre
de 200 kV pour les appareils les moins onéreux et 1000 kV pour les plus perfectionnés. Les
lentilles magnétiques constituées d'une bobine et d'un noyau de fer focalisent le faisceau
d'¢lectrons. La variation de la distance focale permet de faire varier le grandissement (jusqu'a

1000000 x).

Appareillage : Les mesures se font au Centre de Microscopie Electronique Appliquée a la

Biologie (CMEAB) sur un Hitachi HU12A a 125 kV ou 75 KV.

Une grille recouverte de carbone FORMVAR est trempée dans une goutte de la solution a

analyser puis séchée, avant d’étre introduite dans le microscope.

Les clichés de Microscopie Electronique a Transmission (MET) des nanoparticules or-citrate
aprés la synthése ont été analysés automatiquement, en utilisant Image J software

(http://rsbinfo.nih.gov/ij/) plus de 1000 particules sont comptés par cliché et mesuré.

MET coloration négative

Une goutte de la solution aqueuse a étudier (polymeres/particule) a été tout d’abord déposée
sur une grille de MET en cuivre revétue de carbone (Quantifoil, Allemagne ou Formvar), puis
laissée sécher a l'air. L'échantillon a ensuite été négativement coloré a l'acétate d'uranyle
(Merck, Allemagne). Pour cela, la grille a été successivement placée sur une goutte d'une
solution aqueuse d'acétate d'uranyle (2% w/w) et sur une goutte d'eau distillée. Ensuite, les
grilles ont été séchées a l'air avant de les introduire dans le microscope ¢€lectronique. Les
échantillons ont été visualisés par Cédric Gaillard a ’INRA, Nantes en utilisant un JEOL
JEM-1230 TEM fonctionnant a 80 kV. Soit sur un Hitachi HUI2A a 125 kV ou 75 KV au
CMEAB (cas de F108 et P123).
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I11-3. Cryo Microscopie électronique a Transmission (Cryo-MET)

I1 s’agit d’observer un film vitreux obtenu par congélation rapide d’un film de 1’échantillon.

Les expériences de Cryo-MET ont été réalisées par Cédric Gaillard a I’Institut National de la
Recherche Agronomique (INRA, Nantes, France). Les échantillons pour 1’observation cryo-
MET ont été préparés en utilisant un dispositif cryoplunge cryo-fixation (Gatan, Etats-Unis)
ou une goutte de la solution colloidale aqueuse (polymeéres/particules 0,04 mmol.L
'/3,4 nmol.L™") a été déposée sur des grilles de type Holey revétues de carbone (Ted Pella Inc,
Etats-Unis). La goutte d'échantillon est ensuite étalée en une couche mince de liquide
(I’exces de solution est enlevé par capillarité). Le film est maintenu a travers les trous dans le
support en carbone. La grille est plongée rapidement dans I'é¢thane liquide refroidi par 'azote
liquide afin de vitrifier le film liquide. Cette étape permet de figer trés rapidement, dans une
couche de glace vitreuse, les objets de la solution. Les échantillons vitrifiés sont ensuite
transférées sur un cryo-porte-grille Gatan 910 (Gatan, Etats-Unis), et insérés dans le
microscope a l'aide d'un systéme CT-3500-cryotransfer (Gatan, Etats-Unis) et refroidis a
l'azote liquide. Les images de MET ont été ensuite obtenues a partir des échantillons
conservés dans la glace vitreuse et suspendus a travers un trou dans les substrats de carbone.
Les échantillons ont été observées dans des conditions de faibles doses (<10 ¢/ A?), a -178 °
C, en utilisant un JEM 1230 «Cryo» microscope (Jeol, Japon) opérant a 80 kV et équipé d'un
filament LaBg¢. Tous les micrographes ont été enregistrés sur une caméra CCD Gatan 1,35 K x

1,04 x 12 bits ES500W.

I11-4. Tension de surface

Les mesures de tension de surface ont été réalisées avec un tensiometre VWR TDI1 par la
méthode de 1’arrachement avec une lame de platine, dans une pi¢ce thermostatée. La
technique consiste a déformer I’interface air/eau a 1’aide d’une lame en platine et a mesurer la
force nécessaire a la rupture du film de surface. Cette dernicre représente la force capillaire F

exercée par le liquide sur la lame.
F =2yl

Ou v est la tension superficielle et 1 la largeur de la lame de platine. Cette équation permet a

I’appareil de fournir la valeur de la tension superficielle, qui présente I’énergie interfaciale.
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Les solutions sont préparées par dilutions successives d’une solution mére avec de 1’eau

ultrapure.

I11-5. Spectrofluorimétrie

Les mesures de fluorescence sont effectuées sur un spectrofluorométre P71  (Photon
Technology International) équipé d’une lampe EIMAC au Xénon de 175 watts. Tous les
spectres sont automatiquement corrigés de la réponse de 1’appareil. Les ouvertures de fentes
sont réglées de manicre a ce qu’avec 1’échantillon le plus concentré en polymeére, on obtienne
un spectre non saturé a la longueur d’excitation utilisé. Les échantillons sont préparés selon la

maniére suivante :

Préparation des échantillons : Une solution meére de DPH (1,6-diphenyl-1,3,5-hexatri¢ne,
98 %, Aldrich, a été préparé dans 1’acétone ~ 65 pmol.L™". De cette solution, on préléve 100
uL (m ~ 0,078 g) a I’aide d’une micro-seringue, et on laisse sécher pendant une nuit. La
poudre résultant est solubiliser dans 3 mL de méthanol et le spectre d’absorption est enregistré

et montré dans le graphe ci-dessous.
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Figure 1. Spectre d’absorption de la DPH dans le MeOH. [DPH] = 2,16 umol.L™

L’intensité d’absorption a 350 nm est de ’ordre de 0,15 quand toute la quantité de DPH est
soluble. Pour toutes les échantillons de la fluorescence avec les polyméres la méme quantité
de la solution de DPH a ~ 65 pmol.L™" (100pL ~ 0,078 g) est prélevée et séchée dans un tube

a hémolyse pendant une nuit. Ensuite, 3mL d’une solution aqueuse de EO,7,PO», ou
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EO;13POy a une concentration donnée est ajouté dans chaque tube. On attend au moins 24
heures avant que les mesures de fluorescence soient effectuces. Les spectres d’émissions des
différents échantillons sont enregistrés entre 360 et 500 nm, la DPH est excitée a 353 nm.
Enfin, les valeurs de I’intensité¢ de fluorescence émise a 428 nm sont extraites a partir des
spectres d’émission et tracés en fonction de la concentration en polymére pour déterminer les

CAC (voir chapitre 2).

I11-6. Diffusion Dynamigue de la Lumiere (DDL)

Principe : Le principe de la DDL consiste & mesurer au cours du temps t ’intensité de la
lumicre diffusée par une solution colloidale a un angle 6. On en déduit la fonction d’auto-
corrélation g(t)=<(I(t)[(t+1)>/<I>* de cette intensité. Dans le cas de nanoparticules sphériques

en solution, cette fonction est liée aux mouvements aléatoires Browniens (Figure a).

g(7)

<I2>/<I>?

g(t)=1+fexp(t/t,)

Figure 2. a) Schéma de la fonction d’auto corrélation en fonction de .

Dans le cas de la Figure 2. , la fonction g(t) présente une décroissance monoexponentielle
caractérisée par une constante 1,. La valeur de 1, permet d’évaluer le coefficient de diffusion D

selon I’équation suivante :
= 1/Dq’
avec q : la valeur absolue du vecteur d’onde, q = 4nsin<0/2>/A.

L’équation de Stokes Einstein permet alors d’en déduire le rayon hydrodynamique Ry des

particules :
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Ry =KT/6mnD
avec 1 : viscosité du solvant.

Pour une solution polydisperse, la fonction d’auto-corrélation peut s’écrire sous la forme
g(1)=2(1+fiexp(t/t;)). La détermination des f; et 1,; permet d’évaluer la distribution en taille,
et donc de déterminer la polydispersité des nanoparticules. Par ailleurs, I’intensité diffusée est
dépendante de nombre de particules diffusantes. En tenant compte de cela, et en appliquant un

modele statistique, une distribution de la taille des particules peut étre déterminée.
La DDL présente par ailleurs I’avantage d’étre effectuée in situ.

Appareillage : Les mesures de DDL ont été réalisées sur un appareil Malvern Instrument
Zetasizer 3000HSA a un angle de 90° a une température donnée. La source de lumicre est un
Laser He-Ne de longueur d’onde 633 nm. La température est régulée a = 0,1 °C par une
plaque a effet pelletier. Afin d’obtenir une distribution de taille des agrégats, le modele « Non
Negative Least Squares » (NNLS) est utilis¢é pour le paramétrage des fonctions d’auto-

corrélation.

Préparation des échantillons: Les échantillons de polymeéres seuls sont préparés par
dilutions successives d’une solution mere concentrée avec de 1’eau ultrapure, afin d’obtenir la
concentration désirée en polymeére. Les échantillons de polymeére/AuNPs et AuNPs seules
sont préparés de la méme manicre que pour la stabilisation, mais sans sel. Le volume est
complété a 2,5 mL avec de ’eau ultrapure, la concentration finale en AuNPs étant toujours
~3,40 nmol.L™". Les mesures a différentes températures sont effectué¢ en augmentation et en

descente de température, 5 minutes apres que la température désirée soit atteinte.

111-7. Z&é&tamétrie

Définition du potentiel zéta : Une particule chargée en solution va s’entourer d’un nuage
ionique,' de tel fagon qu’il existe une double couche électrique autour de chaque particule. La
premiére couche est appelée couche de Stern. Elle correspond a la région la plus proche de la
surface et comporte des ions fortement liées a cette derniere. La seconde, externe, est plus
diffuse et présente une distribution ionique déterminée par les forces électriques mais aussi

par les mouvements thermiques aléatoires. Le plan externe glissant (plan de cisaillement) de
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la particule est situé a la surface extérieure de cette seconde couche. Lorsque la particule
bouge dans le milieu on considére que la structure de ces couches reste stable. C’est au niveau
du plan glissant (plan de cisaillement) que le potentiel zéta est mesuré. Le rayon
hydrodynamique mesuré¢ en DDL correspond également au rayon pris a ce plan de

cisaillement

Ravon hvdrodvnamnique

-

Couchede Stern r
et C'ouche diffuse

Figure 3. Modéle de Stern de la double couche ionique a la surface d’une nanoparticule en
solution.

Suface

/

I Flan extesne dela couche de Stern

Potenriel
dectrostatigne Plan de cisaillement ou plan glissaut on
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|
lalum Dy Dhstance dansx la solution (han)

Figure 4. Evolution du potentiel électrique en fonction de la distance a la particule.

Principe de la mesure : lorsque la solution est soumise a un champ électrique, il en résulte

un phénomeéne de microélectrophorése. Les particules chargées vont se déplacer vers
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I’¢lectrode de signe opposé. A 1’équilibre, I’intensité des forces de frottement est égale a
I’intensité de la force d’attraction électrostatique. Les particules vont donc se déplacer a
vitesse constante. Cette vitesse dépend du champ électrique appliqué, de la constante
di¢lectrique du milieu et du potentiel zé€ta qui est le potentiel mesuré au niveau du plan de

cisaillement.

La détermination de la vitesse de migration permet d’accéder au potentiel z&éta de la particule

et a la mobilité électrophorétique dans le milieu étudié. Cette derniére est définie par :
u=V/E

avec V la vitesse en pum/secondes, E le champ électrique en volts/cm et p la mobilité

¢lectrophorétique en um/s/volts/cm.
La conversion des mobilités en potentiel zEta s’effectue a 1’aide de la loi de Henry :
u=-¢e([1+ f(ka)]/6mn

avec ¢ la constante di¢lectrique, { le potentiel zéta, n la viscosité (1cp a 25°C), a le rayon de la

particule, et 1/k I’épaisseur de la double couche (k paramétre de Debye Huckel).

Appareillage : Le potentiel zéta & est mesuré avec un appareil Malvern Instrument Zetasizer

3000HSA.

I11-8. Diffusion des neutrons aux petits angles

Les expériences de diffusion des neutrons aux petits angles ont été réalisées par J. Oberdisse a
I'Institut Laue-Langevin (Grenoble, France) sur une ligne de faisceau D11, en recueillant des
données en trois configurations différentes (longueur d'onde A = 6 A, distance échantillon-
détecteur D = 1,2 m, 5 m, et 20 m). La plage totale q est 0,001-0,30 Al Les intensités
diffusées ont été corrigées par la diffusion de la cuve vide, et la normalisation du détecteur a
¢été faite en divisant par la diffusion de 1 mm d’eau légere, avant de réduire les données a
1'échelle absolue (a 1'aide des constantes d'instrument données par 1'ILL), et en soustrayant le

bruit de fond incohérent.

Préparation des échantillons : Les dispersions de AuNps obtenues par la procédure standard

de réduction du sel d’or avec du citrate, n'étaient pas suffisamment concentrées (~17 nmol.L"
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) pour les mesures. Par conséquent, on a procédé a une étape de lyophilisation/dispersion

pour obtenir des préparations plus concentrées, comme suit :

25 mL d’une solution de AuNPs diluée 5 fois ([AuNPs]~ 3,4 nmol.L™) et stabilisées avec le
polymére ([F127] = 0,04 mmol.L™"), a été lyophilisé. La poudre rouge obtenu est partagée
dans deux Eppendorfs, environ 9 mg dans chaque, puis solubilisée dans 1,25 mL d’un
mélange de H,O/D,O (27,5/72,5). La composition finale de la solution colloidale a été
estimée par son absorbance a Asyy ([AuNp] ~ 4,9.10* mmol.L" [F127] ~ 0,26 mmol.L™").
Pour le polymére seul, une solution [F127] = 0,20 mmol.L™" a été préparée avec D,O comme

solvant.

IV. Lyophilisation

La lyophilisation est effectuée sur un lyophilisateur LABCONCO® fonctionnant sous pression
de 40 atmospheres et a une température de -55°C. Les échantillons sont préparés de la
maniére suivante : a partir de 1 mL de la solution mére de nanoparticules (~17 nmol.L™") on
ajoute un volume appropri¢é d’une solution concentrée de polymere afin d’avoir la
concentration souhaitée puis le volume est complété a 5 mL avec de I’eau ultrapure Ensuite,

les solutions sont congelées dans I’azote liquide et mises au lyophilisateur pendant une nuit.

V. Culture cellulaire

Les lignées cellulaires de CHO sont cultivées en couche monocellulaire sur un support de
culture (dans une boite de culture NUNC de 25 mL) pendant ~ 48 heures, dans un milieu
constitué de RPMI 1640 (Gibco) supplémenté avec de la glutamine (1% v/v, BioWhittaker),
8% de SVF (sérum de veau feetal, FBS Gibco), 1% d’une solution de pénicilline —
streptomycine (Sigma), et une solution stérile of D(+)-glucose (3.5 g/L, Fluka), dans une
atmosphere constituée de 5% de CO; et 95% d'air a 37 °C. Dans ces conditions les cellules
présentent une inhibition de contact lorsqu’elles sont en confluence et le temps de génération
cellulaire est de I’ordre de 16-18 heures. Elles sont repiquées toutes les 48 heures selon la
procédure suivante. Le milieu de culture cellulaire est aspiré (pipette stérilisée) des boites de

culture qui sont ensuite lavé avec du PBS, puis le PBS est aspiré. 500 pL de trypsine diluée 10
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fois dans le PBS (~ 65 umol.L™") sont ensuite ajoutés afin de décoller les cellules. La surface
du support de la boite est mouillé avec de la trypsine afin de recouvrir le tapis cellulaire. La
boite est mise pendant ~ Iminute a I’étuve a 37°C sous 5 % de CO,. Ensuite, on vérifie si les
cellules sont bien décollées au microscope optique (sinon on remet a 1’étuve un temps plus
long). Enfin, on ajoute 2,5 mL du milieu sur les cellules et on mélange bien. Une fois les
cellules décollées, elles peuvent étre utilisées soit pour préparer les boites de puits ou on
¢tudie la cytotoxicité, soit pour préparer une nouvelle boite de culture qui sera repiquée de la

méme manicre apres 2 jours et ainsi de suite...

Pour les études de cytotoxicité dans des boites de 24 puits (NUNC), 1 mL de milieu est ajouté
dans chaque puits. Ensuite, 30 pL des cellules décollées comme précédemment sont ajoutées
a chaque puits et les boites sont mises a I’étuve (37°C, 5% CO,) pendant 24 heures avant
I’ajout des produits a étudiés. Les cellules sont laisser se proliférer pendant 24 heures dans des
boites de puits (24 puits, soit 12 puits ou 6 puits dans le cas de la MET), ensuite le milieu est
retiré et les cellules sont rincées 2 fois avec du PBS et exposées pendant 6 heures au produits
¢tudié selon la procédure qui suit : Plusieurs boites sont effectuées pour chaque expérience

afin d’étudier la viabilité a des temps différentes (1 boite pour un temps donné).

Une solution polymere/particule, ou de particules seules est préparée. Ensuite, les différentes
concentrations sont obtenues par dilution de cette solution avec le RPMI directement dans les
puits. Chaque concentration est faite en quadruplet dans les boites de 24 puits et en doublet
dans les boites de 12 puits. Pour les contrdles, deux types de contrdles sont effectués soit avec
100% RPMI ou avec un mélange 50/50 eau ultrapure/RPMI (2 puits pour chaque blanc pour
une boite de 24 puits et 1 pour une boite de 12 puits). Suite a I’incubation les solutions des
produits a étudiées sont déplacées ensuite les puits sont rincés 2 fois avec une solution tampon
de PBS, et le milieu est ajouté. Enfin, les cellules sont laiss¢ se proliférer a 37°C sous 5% de

CO,, et la viabilité est mesuré apres 24, 43, 48, 72, 91 heures de prolifération.

V-1. Viabilité

La mesure de la densité cellulaire est réalisée par dosage colorimétrique «MTT». Il s’agit de
d’une réduction enzymatique mitochondriale (par la déshydrogénases mitochondriale) du sel
de MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium) jaune en

formazan violet insoluble dans I'eau (soluble dans le dimethyl sulfoxide DMSO).
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Les mesures d’absorbance a 560 nm sont effectuées sur un spectrométre CARY 100 Bio, ou
8452 Hewlet packard. Le blanc, qui correspond aux puits de controle RPMI 100% et
RPMI/H,0 (50/50 soit 80/20). La densité optique (DO) des cellules du blanc correspond au
100 % de viabilité.

Le pourcentage de survie d’un échantillon est :
Viabilité (%) = DOg x 100/DO,
DOk : densité optique des cellules en présence des produits étudiées.
DO, : densité optique du blanc.
L’¢tude de la viabilité est effectuée selon le protocole suivant :

Au bout de 24, 43, 48, 72 ou 91 heures le milieu de culture est éliminé et les cellules sont
rincées par 0,5 mL de tampon PBS, les cellules mortes et non adhérentes sont ainsi éliminées.
Les cellules sont ensuite incubées dans 0,5 mL (5Smg/mL) de la solution de MTT (jaune) dans
I’eau pendant 45 minutes a 1 heure a I’étuve (37°C, 5% CO,). Aprés incubation le tapis
cellulaire prend une couleur violette, la solution de MTT jaune est aspirée et les cellules sont
lavées au PBS (pendant cette étape il peut avoir une perte de quelques cellules dont la couleur
est violette indiquant qu’elles étaient vivantes). Les cellules sont solubilisées dans le méme
volume de DMSO (1 ou 2 mL) et la densité optique est enregistrée a 650 nm. Les valeurs des
absorbances sont moyennées entre puits identiques, et utilisées pour calculer le % par rapport

a ’absorbance des controles.

V-2. MET sur les cellules apres fixation

La fixation est les coupes sont effectu¢ par B. Payré au CMEAB de Toulouse.

Les cellules sont cultivées dans des boites de 6 puits, pendant 24 a 48 heures dans le milieu,
ensuite le milieu est aspiré et les cellules sont rincées avec une solution tampon PBS.
Différents volumes d’une méme solution polymére/AuNPs sont ensuite ajoutés a chaque puits
et complétés a 2 mL avec du RPMI. Les cellules sont exposées aux produits pendant 1 a 6
heures. Ensuite, les solutions colloidales sont aspirées, les cellules sont rincées avec du PBS,
et fixées avec ~1,5 mL d’une solution de glutaraldehyde 2%. Ensuite, ils sont envoyé au
CEMAB de Toulouse ou ils ont subit la procédure expérimentale suivante (B. Payré) : Les

cellules sont fixés dans un tampon Sorensen 0,1 M phosphate (pH = 7,4) pendant 1 heure, et
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lavés avec la solution tampon Sorensen (0,1 M) phosphate pour 12 heures. Puis elles ont été
post fixées avec 1% de OsO4 dans une solution tampon de Sorensen phosphate (Sorensen
phosphate 0,05 M, 0,25 M de glucose, OsO4 1%) pendant 1 heure. Les échantillons ont été
déshydraté avec de 1'éthanol et intégrés dans de la résine époxyde (Epon 812, Electron
Microscopy Sciences). Aprés 24 heures de polymérisation a 60 °C, des sections ultraminces
(70nm d'épaisseur) ont été déposées sur des grilles 150 mesh collodion revétues de cuivre et
colorées avec 3% d'acétate d'uranyle dans 50% d'éthanol, et 8,5% citrate de plomb pendant 10
minutes, avant d'étre examinées sur un microscope ¢lectronique HUI2A Hitachi & une

accélération de tension de 75 KV.

1. Israelachvili, J., Intramolecular and Surface Forces. University of California, Santa
Barbara California, USA 1991, Second Edition, 231-233.
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CONCLUSION GENERALE

Au terme de ce mémoire, nous avons atteint le but que nous nous étions fixés, a savoir
stabiliser des nanoparticules dans I’eau, tout en évitant d’utiliser des ligands qui font des
liaisons covalentes avec la surface des nanoparticules. La stratégie était d’utiliser des
molécules amphiphiles capables de s’auto-associer autour des nanoparticules et permettant de
les stabiliser dans I’eau. Afin de mieux comprendre 1’effet de 1’architecture moléculaire des
agents stabilisants, on a décidé de travailler a des concentrations inférieures a la concentration
micellaire critique (présence d’unimeres uniquement), et de découpler I’étape de synthése des

nanoparticules de leur stabilisation.

La bande de résonnance plasmon de surface des nanoparticules modeles d’or nous a permis de
décrire l'agrégation et la décantation des nanoparticules, séparément par deux parameétres.
L'effet stabilisant des triblocs EOxPO,EO,, a des concentrations inférieures a la concentration
micellaire critique sur la stabilit¢ des AuNPs a été clairement démontré. La présence de la
partie hydrophobe est essentielle pour avoir un effet stabilisant (un homopolymére PEO a
aucun effet stabilisant dans les conditions utilisées (0,9 M NaCl), méme a forte concentration
en polymere). De plus, parmi tous les paramétres de I’architecture moléculaire (longueur des
blocs hydrophile et hydrophobe, longueur totale) la longueur segment hydrophobe joue le role
prépondérant. Ceci peut étre expliqué par le fait que des interactions hydrophobes-
hydrophobes stabilisent 1’édifice de polymere autour des nanoparticules, conduisant ainsi a un
effet stabilisant plus important. Nous démontrons ainsi le concept de la stabilisation amplifi¢e

par ’auto-association du stabilisant.

Le cas des diblocs de type EOxPOy a également été étudié. Ces derniers ont toujours montré
une meilleure stabilisation que les triblocs que ces derniers aient I’architecture d’un double
dibloc 1i¢ (EO193PO39EO;p3 ~ EO;13PO19 — PO19EO 3), ou la méme quantité d’unités EO et
PO. Toutefois, la détermination de la CAC de ces polymeres a montré qu’aux concentrations
étudiées les diblocs forment déja des objets en solution. Ceci peut étre a I’origine de la
meilleure stabilité. En effet, le dibloc EO,7,PO,9 parait avoir un effet stabilisant moins
important au dessous de sa CMC. Toutefois, des expériences complémentaires sont

nécessaires afin de mieux comprendre la nature des gros objets en solution.
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La caractérisation des différents systeémes polymere/AuNPs par différentes techniques (DDL,
SANS, zétamétrie, MET et Cryo-MET) a montré que les polyméres viennent s’adsorber a la
surface des nanoparticules, permettant ainsi une bonne stabilité¢ dans I’eau méme a haute force
ionique (0,9 M NaCl). Ceci se traduit par des possibilités de lyophilisation et de stockage sous
forme de poudre, ainsi que de redispersion dans 1’eau. Les expériences de filtration et de
potentiel z&€ta montrent que la surface est modifiée par le polymeére. Les études structurelles
(SANS, MET et DDL) nous ont permis de proposer un modele pour 1’organisation du

polymeére autour des particules.

L’étude de la cytotoxicité des systemes Pluronics/AuNPs et EO,PO,/AuNPs a été effectuce
sur un modele de cellules : les fibroblastes de CHO (chinese hamster ovary). On observe en
général un effet de cytotoxicité faible dans les premicres heures (24 a 48 heures), mais la
prolifération reste entiére, voire s’accroit. La microscopie électronique a transmission a
permis de vérifier que les nanoparticules sont entrées dans les cellules (probablement par
endocytose). Dans le cas des pluronics les nanoparticules s’agrégent dans le RPMI, tandis
qu’une tres faible agrégation est observée avec le EO,7,POy. Des études supplémentaires

seront toujours nécessaires afin de comprendre I’origine de cette agrégation.

Enfin, puisque les interactions entre les polymeéres et les nanoparticules sont des interactions
physiques faibles, on pense que ces résultats peuvent s'appliquer directement a d'autres types
de nanoparticules. Ces travaux possédent donc plusieurs perspectives. Il sera intéressant
d’utiliser ces polymeéres avec des nanoparticules qui possédent des applications plus
puissantes en biologie. Par exemple les nanobatonnets d’or sont généralement synthétisés en
présence de CTAB qui est toxique, il est possible d’enrober ces nanobétonnets par des
polymeéres amphiphiles et de regarder si on peut diminuer leur cytotoxicité. Ces polymeres
peuvent de méme Etre utilisés avec d’autre type de particules, par exemple les nanoparticules
fluorescentes QDs, il se peut de méme que le fait d’enrober ces nanoparticules avec de
polymeéres amphiphiles non toxiques, permette de diminuer leur toxicité. Ainsi, leurs
propriétés de fluorescence peuvent étre exploitées pour leurs utilisations en marquage
cellulaire et imagerie biomoléculaire. De méme, des nanoparticules magnétiques peuvent étre
enrobées avec ces polymeres, et leurs propriétés magnétiques peuvent donc étre exploitées
(par exemple agent de contraste en IRM). Toutefois il est aussi nécessaire de vérifier si on
peut solubiliser des produits hydrophobes (principes actifs ou autres) dans la partie

hydrophobe des couronnes autour des nanoparticules. Ces polymeéres possédent une fonction
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alcool terminale, ils peuvent donc étre fonctionnalisés avec des biomolécules afin de
reconnaitre spécifiquement des cellules (acide folique...). Notre équipe développe
actuellement des polymeéres triblocs fonctionnalisés avec des biomolécules (ADN...). Ceci
peut étre idéal afin de mettre en ceuvre des nouveaux vecteurs de biomolécules a base des

hybrides de nanoparticules et de polymeres.
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@
Stabilisation par les Pluronics
a)
Série EO1= F88 F68 P85 P65 L62
2x =206 2x =152 2x =52 2x =38 2x =12
C (mM) 0,45 mM
Alpax (NM) 107£5 190£10 >180 >240 299430
TAL (heures) 2i0,5 2+1 <10 3+1 <2
Dax 0,15+0,025 0,86+0,04 1+0,1 1+£0.02 1+£0.03
TD (heures) 0,5+0,25 134£2 69+15 2,1+0,5 0,7+0,05
C (mM) 0,9 mM
Alpax (NM) ~0 1064 220+20 >300 >3 00
TA). (heures) n.d. 0,8i02 20+£10 3+1 <2
Dax <0,03 ~0 1+£0,2 0,95+0,03 10,4
TD (heures) n.d. n.d. 6350+115 2+1 0,65+0,6
b)
Série EO2
F127 P123 F127 P123 F127 P123 P104
2x =206 | 2x=38 2x = 54
C (mM) 0,1 mM 0,04 mM 0,02 mM
Almax 16+3 105+2 86+15 64+42 0,04 120£10 7045 >120 145£10
(nm)
103+£30 - 0,3+ 0,1 105+2 2,5+1 ~1 1945
(heures)
Dax ~0 - 0,04+0,09 ~0 0,1+0,1 | 0,1+0,1 ~0 0,05+0.02 ~0
n.d. - n.d. ~0 n.d. 1+0.8 n.d.
(heures)

Tableau 2. Valeurs des parametres d'agrégation Adnax et de décantation Dy et les temps
caractéristiques correspondant z; et p, extraits des ajustements exponentiel des données
expérimentales pour tous les polymeéres utilisés dans les séries EO1 (0,45 et 0,9 mM) (a) et
EO2 (0,02- 0,1.mM) (b). (n.d. signifie non détermine).
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o
PO1 PO2
C=0,04 mM

P123 P84 P65 F127 F88 PEG

y =69 y=43 y =29 y =65 y =39 y=0
Alpax (nm) 105+2 300430 300430 64142 298+30 299+10
TA). (heures) 0,1 +0,1 <2 <2 0,3+0,1 5,2+1,7 1,5+0,2
Dinax ~0 140,03 1+0,05 ~0 1+0,2 0,88+0,3

TD (heures) n.d. 3+1 2+1 n.d. 1.2+0,3 0,95+5

Tableau 3. Valeurs des paramétres d'agrégation Adnax et de décantation Dy et les temps
caractéristiques correspondant 74, et zp, extraits des ajustements exponentiel des données

expérimentales pour tous les polymeéres utilisés dans les séries PO1 et PO2. Concentrations =
0,04 mM (n.d. signifie non déterminé.)
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® o
a)
Serie M1 = P104 P84 L64 P104 P84 Lo64
2x +y=115 2x +y =8I 2x +y =156 2x+y=115 | 2x+y=81 | 2x+y=56
C (mM) 0,42 mM 0,7 mM
Adpax (nM) 177422 200+15 247+20 143£20 143£20 307+37
T4 (heures) 743 20+10 10£2 2+1 2+1 3,4+0,5
Dinax ~0 ~0 0,8+0,2 0,13+0,04 0.13+0,04 1+0,3
Tp (heures, n.d. n.d. 25+10 15+15 15+15 241
b)
Serie M2 = F108 F88 F68
2x+y= 314 2x +y =245 2x +y= 181
C (mM) 0,3 mM
Almax (nM) ~0 65+11 170420
Ty (heures) n.d. 9,1+3 9+4
Dnax 0,04+0,02 0,6+0,2 1+0,15
Tp (heures, n.d. 150£70 10+3

Tableau 4. Valeurs des paramétres d'agrégation Adnax et de décantation Dy et les temps
caractéristiques correspondant 74, et zp, extraits des ajustements exponentiel des données
expérimentales pour tous les polyméres utilisés dans les séries M1 (0,42 et 0,07 mmol.L™")(a)
et M2 (0,3 mM) (b) (n.d. signifie non déterminé.)
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Influence de la concentration en polymeére

a) b)

Photos des échantillons de nanoparticules d’or stabilisées avec F88 dans la gamme 0 — 4 mM
2 h (a), et 11j (b) apres I’ajout de sel (NaCl 0,9M).

Effet de la concentration en particules

Photos des échantillons pour différents rapports F127/particules 30 minutes aprés I’ajout du
sel. Les témoins correspondent a des échantillons contenant le méme nombre de particules
mais sans polymere.

Influence de la concentration en PEO

Photos des échantillons de nanoparticules d’or stabilisées avec EO;9p dans la gamme 0 —
12mM 1 h (a), et 20 h (b) apres I’ajout de sel (NaCl 0,9M).
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Deétermination de la CAC de EQ,7,PO et EO113P019 par fluorimétrie

On représente les spectres d’émission dans le cas de la DPH solubilisée dans EO;3POy9 a

différentes concentrations.

6 105 — T T T T T T =
428 nm M
I
] ! 09m
) 5 10 ™ | -
2 |
I
S ; \0,75 MM
g 410 I -
S l
5
= 310} ! -
S 1,05 mM
‘O
@ 210°F 003mM ! 35 .
i) I
c . +0,2 mM
L I
110° 0,01 mM | 0.1 mM
1 0,05mM
o L 1

360 380 400 420 440 460 480 500
Longueur d'onde (hm)

Spectres d’émissions de la DPH excité a 353 nm solubilisé dans 3 mL de EO;13PO19 &
différentes concentrations montrant que plus la concentration augmente, plus la quantité de
DPH soluble augmente.
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«Stabilisation de nanoparticules dans I’eau par des copolymeres a blocs».

Dans ce travail on a développé une nouvelle stratégie de stabilisation de nanoparticules dans
I’eau. Cette stratégie se base sur I’utilisation de copolymeres amphiphiles, capables de s’auto-
organiser autour des nanoparticules. Comme modele on a choisi des copolymeéres a blocs
(diblocs et triblocs) a base de poly(oxyéthylene) et de poly(oxypropylene). La stabilisation de
nanoparticules d’or a pu étre étudiée grace a leurs propriétés optiques. On a démontré que la
présence et la longueur de la chaine hydrophobe sont essentielles pour la stabilisation.
Ensuite, différentes techniques d’analyse (DDL, MET, SANS, Cryo-MET...) ont permis de
montrer que les copolymeres s’adsorbent a la surface des nanoparticules, méme en I’absence
de micelle en solution (C<CMC). Enfin, nous démontrons la faible cytotoxicité des
nanoparticules stabilisées par ces polymeéres.

Mots clés : stabilisation dans I’eau, polymeéres a blocs, nanoparticules d’or, résonnance
plasmon de surface, nanostructure, cytotoxicite.

«Block copolymers for the stabilization of nanoparticles in water.

We have developed a new strategy to stabilize nanoparticles in water. This strategy is based
on the use of amphiphilic copolymers capable to self-assemble around the nanoparticles. We
have chosen amphiphilic neutral block copolymers (diblocks and triblocks) based on
poly(ethylene oxide) and poly(propylene oxide) to test this strategy. The aggregation state of
gold nanoparticles has been studied using their optical properties. We have shown that the
presence of a hydrophobic chain and its length are essential for the stability. Different
techniques such as (DLS, TEM, cryo-TEM, and SANS...) have shown that in the presence of
AuNps, under conditions in which micelles are not formed (C < CMC), polymer is adsorbed
on AuNps forming large globules. Finally, we have demonstrated a low cytotoxicity effect of
nanoparticles stabilized by these polymers.

Keywords: stabilization in water, block copolymers, gold nanoparticles, surface plasmon
resonance band, nanostructure, cytotoxicity.






Université de Toulouse 111 — Paul Sabatier
These d’université, Spécialité Chimie Macromoléculaire et Supramoléculaire
Soutenue le 13 Novembre par Kamil RAHME

«Stabilisation de nanoparticules dans I’eau par des copolymeéres a blocs».

Dans ce travail on a développé une nouvelle stratégie de stabilisation de nanoparticules dans
I’eau. Cette stratégie se base sur I’utilisation de copolyméres amphiphiles, capables de s’auto-
organiser autour des nanoparticules. Comme modele on a choisi des copolymeres a blocs
(diblocs et triblocs) a base de poly(oxyéthyléne) et de poly(oxypropyléne). La stabilisation de
nanoparticules d’or a pu étre étudiée grace a leurs propriétés optiques. On a démontré que la
présence et la longueur de la chaine hydrophobe sont essentielles pour la stabilisation.
Ensuite, différentes techniques d’analyse (DDL, MET, SANS, Cryo-MET...) ont permis de
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de micelle en solution (C<CMC). Enfin, nous démontrons la faible cytotoxicité des
nanoparticules stabilisées par ces polymeéres.
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plasmon de surface, nanostructure, cytotoxicite.

«Block copolymers for the stabilization of nanoparticles in water».

We have developed a new strategy to stabilize nanoparticles in water. This strategy is based
on the use of amphiphilic copolymers capable to self-assemble around the nanoparticles. We
have chosen amphiphilic neutral block copolymers (diblocks and triblocks) based on
poly(ethylene oxide) and poly(propylene oxide) to test this strategy. The aggregation state of
gold nanoparticles has been studied using their optical properties. We have shown that the
presence of a hydrophobic chain and its length are essential for the stability. Different
techniques such as (DLS, TEM, cryo-TEM, and SANS...) have shown that in the presence of
AuNBps, under conditions in which micelles are not formed (C < CMC), polymer is adsorbed
on AuNps forming large globules. Finally, we have demonstrated a low cytotoxicity effect of
nanoparticles stabilized by these polymers.

Keywords: stabilization in water, block copolymers, gold nanoparticles, surface plasmon
resonance band, nanostructure, cytotoxicity.
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