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INTRODUCTION GENERALE

L’intérét pour les matériaux de taille nanométrique n’a cessé de croitre ces trois dernicres
décennies avec I’avénement de nouvelles procédures de synthése et I’essor d’outils d’analyse avec des
résolutions spatiales submicroniques. Le sous-dimensionnement en taille des particules conduit
intrins€quement a 1’accroissement du rapport surface sur volume qui exalte alors le comportement des
atomes externes et donne acces a un nouveau domaine de réflexion ot prédominent les effets quantiques.
Cette caractéristique dimensionnelle ouvre la voie a des propriétés magnétiques, optiques, électroniques,
catalytiques et biologiques uniques, différentes de celles du matériau massif, qui sont trés prometteuses
pour de nouvelles applications technologiques. Les propriétés des nanomatériaux varient notamment
selon leur composition chimique, leur taille, leur surface spécifique, 1’état chimique de surface, ou
encore la forme du nano-objet considéré. De plus, chaque nanomatériau peut étre doté d’une réactivité
ou d’un comportement différent selon la formulation et la matrice du produit fini qui le contient.

Désormais, les systemes nanostructurés ne sont plus seulement confinés dans les laboratoires de
recherche, mais sont aujourd’hui intégrés dans de nombreux procédés industriels et participent a la
composition d’une multitude de produits utilisés dans la vie courante (la catalyse, les textiles, les
aliments, 1’électronique, les transports, le stockage et la production de 1’énergie ou la santé, etc.).

Il existe une grande variété de nanomatériaux (métaux, oxydes métalliques, silicium, polymeres,
...). Parmi ces nanomatériaux, un engouement scientifique s’est développé autour des nanoparticules
d’or en raison de leurs propriétés catalytiques intéressantes, de leurs propriétés optiques fascinantes a
I’échelle nanométrique et enfin en raison de leur biocompatibilité.

Méme si leur tendance a s’agglomérer impose I’utilisation d’agents de stabilisation, ces nanoparticules
représentent des objets parfaitement adaptés de par leur synthese plutdt aisée mais aussi par leur grande
capacité de fonctionnalisation (voire de multi-fonctionnalisation) en surface, par greffage de molécules
(soufrées ou aminées essentiellement), de molécules biologiques, d’anticorps...

Le choix des stabilisants, présents a la surface métallique, permet d’une part de contrdler la taille, la
forme, la composition de la surface et d’autre part de moduler la sélectivité chimique de ces
nanoparticules dans le cas des réactions de fonctionnalisation surtout en biologie.

Une nouvelle classe de matériaux, dits « nano-hybrides », est apparue récemment avec la volonté de
combiner les spécificités des nanoparticules métalliques et celles d’une phase « couvrante », de nature
minérale ou polymérique. L’intérét pour ces nanocomposites n’a cess¢ de croitre grace aux progrés
soutenus des techniques de fabrication. Ces assemblages, d’au moins deux matériaux nanométriques
non miscibles, possedent des propriétés qui vont au-dela de celles de chacun des constituants. Leur
organisation confere des propriétés supplémentaires de type optique, électrique ou magnétique. Ces
nano-hybrides sont généralement monophasés (solution solide) ou associés (de type cceur/coquille ou
de type Janus) et peuvent étre fonctionnalisés en surface grace a des liaisons chimiques stables entre la
particule et des composés organiques ou molécules biologiques. L’intérét majeur est d’allier les
propriétés de la matrice inorganique (optiques, magnétiques...) a celles de molécules organiques par des

greffages de surface (fluorescence, activation biologique...).
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Les objectifs de ce travail ont été¢ d’aborder 1’étude de systemes nanostructurés dans leur
ensemble, de la synthese a la caractérisation physico-chimique, en apportant également des premieres

données biologiques.

Dans ce contexte, nos travaux se sont orientés vers la synthése par voie chimique de
nanoparticules hybrides coeur-coquille Au@SiO, avec I’intention de modifier les morphologies déja
connues pour générer une fonction spécifique de délivrance moléculaire. En adaptant les procédures de
syntheése (remplacement galvanique a partir de « gabarits » pour le cceur et méthode sol-gel pour la
coquille), il semble effectivement possible d’associer les propriétés optiques du nano-cceur d’or
(résonance plasmon) avec celles de la coquille minérale (confinement moléculaire intra-pore). C’est
ainsi que dans le domaine de la médecine, les nanotechnologies ouvrent aujourd’hui un réservoir
d’applications encore peu exploré et permettent d’envisager par exemple de nouveaux traitements pour
des pathologies telles que le cancer ; en effet, le transport de molécules anticancéreuses par des
nanoparticules permet d’augmenter leur sélectivité pour les tumeurs, et ainsi de réduire les séveres effets
secondaires accompagnant les chimiothérapies. Ces nanoparticules, capables de délivrer sélectivement
un principe actif (greffé en surface ou confiné dans un réseau) dans les cellules cibles, incarnent la
version moderne des « magic bullets » imaginées au début du XXeme siecle par le médecin allemand
Paul Ehrlich'. Les nanoparticules peuvent également étre utilisées pour d’autres types de thérapies, telles
que la radiothérapie ou encore la thermothérapie. Cette dernicre, connue également sous le nom
d’hyperthermie consiste a provoquer par une source extérieure (magnétique ou laser par exemple) un
échauffement local grace a des nanoparticules situées dans la zone a traiter, de manicre a ce que 1’énergie
dissipée soit suffisante pour élever la température de quelques degrés (autour de 45°C) induisant la

destruction des cellules.

Dans cette étude, la libération des molécules invitées est conditionnée par I’activation de nanovalves
organiques greffées en surface de la coquille suite a la photostimulation du cceur d’or par un laser opérant
dans la gamme des longueurs d’onde de la fenétre biologique. L.’ouverture des pores est déclenchée par
effet thermique via I’irradiation des particules dans le proche infrarouge induisant un échauffement local
du cceur d’or et finalement la désorganisation des nanovalves. Dans cette réflexion globale autour de la
fonctionnalité de la coquille, une évolution a également été imaginée avec un intérét particulier porté a
des couches externes alternatives a base de polymere ou de biopolymere afin d’améliorer la

biocompatibilité d’ensemble.

Au-dela de la synthese contrdlée des nanoparticules, le fil conducteur de cette these a été également de
proposer, en marge des analyses classiques effectuées par microscopie électronique, une description

approfondie de 1’état chimique de ces nano-objets par le biais de techniques d’analyse de surface

L K. Strebhardt, A. Ullrich, Nature Reviews Cancer, 8 (2008) 473-480
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(spectroscopie photoélectronique a rayonnement X (XPS) et spectroscopie d’électrons Auger (AES)).
Leur caractere nanostructuré nous a également conduit a développer de nouvelles procédures analytiques
couplées (coupe transverse ionique/spectroscopie d’électrons) afin de mieux percevoir I’architecture de
leur assemblage. Cette approche spectroscopique dans le domaine des nanosciences est novatrice au sein
de I’équipe méme si elle repose sur des compétences reconnues depuis plusieurs années autour de la
caractérisation des surfaces. L’avenir du développement de tels systémes réside strement dans la
compréhension des interfaces entre les phases interne et externe méme si leur description est complexe

a appréhender, comme nous aurons I’occasion de le montrer dans ce travail.

Une partie de nos résultats est le fruit d’une collaboration avec le Laboratoire de Physique et de Chimie
des Nano-Objets de Toulouse (LPCNO, UMRS5215 CNRS). Cette collaboration a donné une plus-value
indéniable a 1’étude, avec des analyses RMN réalisées en phase liquide et solide et qui se sont avérées
étre le parfait complément des analyses de surface pour la compréhension de la fonctionnalisation des

assemblages cceur-coquille.

Ce manuscrit est divisé en quatre chapitres. Afin d’introduire les nano-systemes étudiés, le
premier chapitre du mémoire présente quelques généralités sur les nanomatériaux avant d’aborder les
différents aspects (synthése-caractérisation-propriétés) des nanosystemes Au@SiO,. Le choix a été fait
de présenter cette partie bibliographique sous 1’angle de 1’application potentielle des nanoparticules

considérées dans ce travail, méme si notre étude se situe naturellement nettement plus en amont.

Le deuxiéme chapitre porte sur la synthése et la caractérisation du cceur des assemblages
hybrides. Le procédé de remplacement galvanique sera étudié pour la mise en ceuvre de nanoparticules
d’or creuses appelées « nanoshells ». L’influence de plusieurs paramétres de synthése sur la
morphologie et la structure des nano-objets sera dans un premier temps discutée. La résonance plasmon
a Dorigine des propriétés optiques et photothermiques de ces nanoparticules sera par la suite modulée
en considérant I’application potentielle de ces objets en nanomédecine. La description physico-chimique
des nanoparticules sera réalisée par spectroscopie photoélectrique a rayonnement X (XPS) et
spectroscopie d’électrons Auger (AES). Une approche analytique originale sera également proposée
avec la coupe transverse de nanoparticules ; 1’enjeu est ici de mieux comprendre la mécanistique du

processus de formation de ces nanoparticules creuses.

Une troisieme partie sera consacrée a 1’élaboration de la coquille hybride de silice mésoporeuse
autour des nano-cceurs métalliques, I’objectif étant de combiner les propriétés photothermiques du cceur
et la fonction de « réseau hdte » de la couche inorganique. Les nanoparticules coeur-coquille seront
fonctionnalisées avec des assemblages supramoléculaires mécanisés (nanovalves) constitués d’une
entité linéaire moléculaire (greffée) et d’une entité cyclique macromoléculaire, toutes deux en

interaction a la surface des nanoparticules. L’optimisation de tels systémes nécessite une caractérisation
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physico-chimique approfondie. Ainsi, une étude détaillée XPS/RMN sera présentée et apportera une
description précise des différentes interfaces organiques-inorganiques (greffage) et organiques-

organiques (nanovalves) existantes.

Le quatriéme et dernier volet constitue une ouverture vers 1’¢laboration des systémes Au@SiO via une
approche dite « biomimétique ». Le mécanisme de biosilicification, inspirée des diatomées, sera adapté
pour la réalisation de nanocomposites caractérisés par une coquille hybride polymeére/silice. L’influence
de la nature et de la structure du polymere utilisé sur la morphologie des couches obtenues sera dans un
premier temps discutée. La nature physico-chimique des coquilles élaborées sera ensuite appréhendée
par des analyses en spectroscopie photoélectronique a rayonnement X. Enfin, I’impact des nano-objets

sur des cellules de type HaCaT sera étudié in vitro en terme de cytotoxicité et d’internalisation cellulaire.
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I. Généralités concernant les nanomatériaux

Le vingtiéme siécle a été témoin d’avancées spectaculaires dans notre compréhension de la
matiére qu’elle soit inerte ou vivante. A la suite d’une longue série de découvertes, s’agissant du
développement de nouvelles méthodes d’élaboration (synthése chimique, épitaxie, lithographie etc...)
ou de techniques d’observation microscopiques de plus en plus performantes, il est désormais possible
de « voir » et d’agir a 1’échelle de la molécule voire de I’atome. Ces évolutions techniques ou
scientifiques ont donné naissance aux nanosciences et nanotechnologies, qui ont pour objet I’étude, la
manipulation de la matiere et la conception de dispositifs a I’échelle du nanométre (10° m ou le
milliardiéme de métre). Il ne s’agit pas d’une discipline a part entiére mais plutdt d’une science
interdisciplinaire regroupant la physique, la chimie, la biologie et I’ingénierie autour de cette échelle de
longueur!! !,

Le terme de nanomatériau est devenu d’un usage courant, mais il est dans une certaine mesure
difficile a définir ; en tous cas il demande a étre précisé au cas par cas car il ne fait pas nécessairement
référence, comme son nom le suggere, a un matériau dont la taille est strictement confinée au nanometre.
Ce terme est issu finalement des évolutions qui sont intervenues dans le domaine des sciences et des
technologies concernant 1’amélioration des connaissances dans 1’organisation de la matiére.
L’organisation intramoléculaire était connue ou au moins soupgonnée depuis le début du siécle
précédent, mais au-dela, c'est-a-dire 1’organisation des espéces atomiques, ioniques ou moléculaires
dans les phases condensées, le caractere aléatoire ou non aléatoire de leur répartition, étaient ignorés.
En qui concerne la matiére cristalline, la connaissance était bornée par la puissance d’investigation des
outils de recherche dont on disposait. La microscopie optique classique dont la limite théorique est de
I’ordre des longueurs d’onde du visible (plusieurs centaines de nanométres), permettait de reconnaitre

les grains cristallins et les joints de grain, sans pour autant accéder a leur organisation interne.

Dans ce contexte difficile a normaliser, on considére aujourd’hui que I’on a affaire a un nanomatériau
lorsque son échelle de constitution est inférieure a une limite en-dessous de laquelle ses propriétés sont

différentes de celles du matériau massif habituel (de I’ordre de quelques nanométres) (Figure I-1).
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Figure I-1: Exemples de propriétés de nanomatériaux dépendant de leurs tailles : a) Potentiel
d'oxydoréduction d'agrégats d'argent. Grace a cette étude, le mécanisme du développement
photographique, employé empiriquement depuis plus d'un siécle est enfin complétement expliqué’.
b) Evolution de la dureté du cuivre en fonction de la taille de ses grains. Le cuivre nanophasé est 5 fois plus
dur que le cuivre ordinaire (absence de dislocations)®.. ¢) Effet du confinement quantique : évolution de
photoluminescence induite sous éclairage UV et de ’absorbance de nanocristaux de semi-conducteurs CdSe
en fonction du diamétre moyen des nanoparticules!®.

En fonction du domaine d’application et/ou des disciplines des chercheurs, la conception et
I’¢laboration de dispositifs ou matériaux a I’échelle nanométrique ont suivi historiquement deux voies
diamétralement opposées qui sont (Figure [-2) :

- la démarche, dite «top-down » ou descendante issue de la microélectronique, consiste a
miniaturiser les systémes actuels en optimisant les outils d’investigation, d’analyse et les
technologies existantes, afin de passer de 1’objet centimétrique ou millimétrique a un objet de

dimensions nanométriques ;
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la démarche inverse, qualifiée de « bottom-up » ou ascendante issue généralement des
disciplines de la chimie, consiste a construire des nanomatériaux atome par atome, molécule par
molécule ou agrégat par agrégat. L’assemblage ou le positionnement de ces « briques »
s’effectue de fagon précise, controlée et exponentielle, permettant ainsi 1’élaboration de

matériaux fonctionnels dont la structure doit étre complétement maitrisée.

Bottom-up

Poudre Matériau massif

— T — y ¥

Se® - - ’
. — A3

o

o ... - . Ay A
. . ——
®e —

Top-down

Figure I-2 : Schématisation des démarches « bottom-up » et « top-down » dans la construction de

matériaux et dispositifs en nanotechnologie

Depuis la fin des années 1990, les nanosciences et nanotechnologies offrent d’importantes

perspectives dans de nombreux secteurs, en particulier ceux qui concernent trois themes importants aux

yeux de nos sociétés actuelles :

I’environnement et le développement durable. Les nanotechnologies permettraient d’utiliser
I’énergie de fagon plus rationnelle, de réaliser des produits moins gourmands en matiéres
premieres, de mettre au point de nouveaux procédés de dépollution ;

le traitement des informations et la communication. On peut espérer traiter des données, les
stocker et communiquer avec des capacités largement supérieures a celles dont on dispose de
nos jours ;

la santé. En interfacant la matiere inerte au niveau moléculaire avec le vivant, on serait plus
efficace pour concevoir des méthodes de diagnostic, des thérapies originales voire a plus long

terme des substituts pour des organes défaillants.

C’est en effet a des échelles comprises entre le nanometre et le micrométre qu’opere le vivant. Les

cellules, unités fonctionnelles de quelques micrometres de diametre réalisent les réactions chimiques

nécessaires a leur survie, leur croissance ou leur multiplication au sein de compartiments de quelques

nanometres cubes. Le passage a l’intérieur des cellules de composés chimiques (médicaments,
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médiateurs, métabolites, etc.) se fait au travers de pores de quelques nanometres. Les nombreuses
molécules (protéines réceptrices, immunoglobulines, récepteurs membranaires) qui sont des agents de
la réponse biologique ont des dimensions caractéristiques de 1’ordre de la dizaine de nanometres. Il était

donc naturel que les nanotechnologies rencontrent les sciences biologiques!®!.

Dans ce domaine trés vaste des nanomatériaux pour la santé, il existe maintenant un nombre conséquent
de nanosystemes dont les architectures, la composition chimique ou les fonctionnalités sont
particuliérement vari¢es. Toutefois, les recherches engagées aujourd’hui se concentrent pour une bonne
partie sur des fonctions de diagnostic ou de thérapie (hyperthermie magnétique!” ou photothermie %),
libération controlée d’un principe actif!'”!) avec de plus en plus la combinaison de ces deux fonctions
(agents « théranostiques »)!!,

En thérapie, il est maintenant généralement admis que trois aspects essentiels sont a considérer.

Le premier aspect concerne la protection d’un éventuel principe actif ou médicament (fonction réservoir
du matériau). Un exemple de systemes tres répandus concerne les vésicules de type liposomes formées
par organisation supramoléculaire de molécules amphiphiles, comme par exemple des phospholipides,
des sphingolipides, des surfactants non ioniques, des stérols voire des lipides chimiquement modifiés!?!,
Une phase lipidique se retrouve enfermée au sein du liposome qui exprime, a sa périphérie, un caractére
hydrophile qui facilite leur dispersion dans des solvants aqueux. Ainsi des médicaments (souvent
lipophiles) peuvent étre circonscrits a I’intérieur du liposome. Plus récemment, un vif intérét a été porté
aux structures ceeur@coquille hybrides avec 1’idée de I’insertion du médicament dans un réseau poreux
silicique!!>141,

Le deuxieéme aspect concerne le transport du matériau et/ou la vectorisation d’un principe actif
dans un milieu biologique vers sa cible. Ce ciblage peut étre conduit par modification chimique des
nanomatériaux en utilisant des molécules actives ayant une affinité spécifique pour des récepteurs
exprimés ou surexprimés chez certaines cellules malades!!!.

Enfin, le troisieme aspect concerne le déclenchement de 1’action thérapeutique. Il s’agit dans ce
cadre d’élaborer des systémes capables de libérer un médicament!® ou d’induire un échauffement

local”?! (hyperthermie) via des stimuli extérieurs (irradiation, champ magnétique, variation de pH...)

C’est dans ce contexte tres vaste des nanomatériaux pour la santé que nous nous sommes intéressés dans
ce travail plus particulierement a un systéme de type coeur-coquille associant un coeur métallique a base
d’or et une coquille silicique. Un état de I’art précis sur ces deux entités, leurs propriétés intrinseques,

leur mise en forme et leurs applications est reporté dans les paragraphes suivants.
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II. L’or al’échelle nanométrique

Les nanoparticules d’or apparaissent comme des objets parfaitement adaptés pour des
applications biologiques du fait de leur biocompatibilité mais également de par leurs propriétés
thérapeutiques qui sont directement liées a 1’émergence de propriétés originales a 1’échelle

nanométrique.
1. Propriétés physiques
a. Larésonance plasmon de surface

A 1’échelle nanométrique, le couplage entre les phénoménes de confinement électronique et les
effets de surface implique 1’apparition de nouvelles propriétés. En particulier, les nanoparticules de
métaux nobles présentent des propriétés optiques remarquables qui expliquent en partie tout 1’intérét
qu’elles suscitent.

L’histoire des nanoparticules d’or commence un peu avant le Moyen-dge et se poursuit ensuite au
XVIleme siecle. Leurs propriétés, bien que méconnues a 1’époque, étaient utilisées par les maitres
verriers pour teinter les vitraux d’une couleur rubis.

Faraday!'” expliqua ensuite de maniére empirique que cette couleur rouge était due a 1’or métallique
sous sa forme colloidale. En 1908, Mie!'® fut le premier a expliquer ce phénomene de maniere théorique
par la résolution des équations de Maxwell pour I’absorption et la diffusion d’une onde
électromagnétique par des particules sphériques.

L’origine physique de ces propriétés optiques résulte du phénomene appelé la « résonance
plasmon de surface ». L’interaction du champ électromagnétique incident avec la nanoparticule
métallique induit un dipdle électrique caractérisé par une oscillation cohérente des électrons de

conduction localisée au niveau de la surface (Figure 1-3).

Champ E

Figure I-3 : Schéma de principe de la résonance plasmon de surface!'!
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Lorsque la fréquence d’oscillation du gaz d’électrons libres est équivalente a celle du champ excitateur,
le systeme entre en résonance. A la fréquence de résonance plasmon, la polarisation de la particule induit
une exaltation du champ électrique pres de la surface qui se traduit par ’apparition d’une bande
d’absorption dans la région du visible pour les particules de métaux nobles. Dans le cas précis de
nanoparticules d’or de 15 nm®®, cette résonance est détectée autour de 520 nm et traduit la couleur
rouge rubis observée.

De facon intéressante, les propriétés optiques des nanoparticules d’or peuvent étre modulées en fonction
de I’application recherchée. En effet la cristallinité du matériau, sa nature chimique!®', la taille®®*, la
forme des particules'?¥, la nature du milieu environnant>¥! ainsi que la distance inter-particules!> sont
autant de parametres qui influencent la résonance plasmon de surface.

Par exemple, la résonance plasmon de nanoparticules d’argent est localisée a 405 nm alors que celle de
nanoparticules d’or se situe autour de 516 nm. Dans le cas de nanoparticules composées d’un alliage
Ag-Au, la bande plasmon apparait alors a une position intermédiaire entre ces deux valeurs et se déplace

vers le rouge lorsque la quantité d’or augmente!!! (Figure 1-4.a).

1,2 .
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Figure I-4 : Influence de a) la composition®® et b) la forme!?’”! des nanoparticules sur la longueur d’onde
de la résonance plasmon

La morphologie des nanoparticules semble influencer de maniere plus importante la position ainsi que
la largeur de la bande plasmon. Ainsi, dans le cas de nanoshells d’or (particules sphériques creuses), qui
consistent en un cceur diélectrique et une coquille métallique (or), celle-ci est considérablement déplacée
vers le rouge (de 150 nm environ) par rapport a des nanosphéres pleines d’or de méme dimension!*”!
(Figure I-4.b).

Les propriétés optiques fascinantes de ces nanoparticules peuvent étre exploitées de nombreuses
manieres. En effet, ces champs électromagnétiques intenses générés au voisinage de 1’interface
particule/milieu environnant permettent par exemple d’amplifier des effets non linéaires tels que la

génération de seconde harmonique par la surface ou la diffusion inélastique par les molécules!?®!. Cette
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derniere est d’ailleurs au coeur de la spectroscopie Raman exaltée de surface (SERS) qui permet de
résoudre la structure chimique de matériaux méme a 1’échelle de molécules uniques!®’.
De plus, du fait de leur section efficace d’absorption et de diffusion importantes, les nanoparticules d’or

sont en particulier tres étudiées pour des applications en imagerie, diagnostic et thérapie du cancer.

b. Propriétés photothermiques

Le phénomeéne de résonance plasmon est a I’origine de propriétés photothermiques. En effet, la
photo-excitation des nanoparticules d’or conduit a la formation d’un gaz d’électrons chauds qui se
refroidit rapidement (t = 1 ps) par relaxation dans le réseau cristallin via des interactions électron-
phonon. Un échange thermique avec le milieu environnant se produit ensuite via des interactions
phonon-phonon, diminuant ainsi la température du réseau cristallin®, L’efficacité de cet échange
dépend des propriétés thermiques de I’interface et de la matrice environnante.

Cette capacité a convertir, de maniere efficace, I’énergie absorbée en un échauffement localisé en fait
de bons candidats pour la destruction de cellules cancéreuses par photothermie.

Généralement, le potentiel photothermique est dans un premier temps mis en évidence en
solution. De cette maniére, Xia et al.®!) ont pu montrer I’effet de la puissance laser utilisée pour un
temps d’exposition donné. En effet, pour une concentration de 10'" particules/ml, aprés 10 minutes
d’exposition, la variation de température est égale a 43,9°C dans le cas d’une puissance de 1 W/cm?,
alors qu’elle est de 34,5°C avec une puissance de 0,5 W/cm?. L’influence de la concentration en
nanoparticules pour une puissance laser donnée (1 W/cm?) a également été étudiée. Comme le montre
la Figure I-5, une concentration de 10° nanoparticules/ml (équivalent a environ 1 ppm d’or dans ce cas)
suffit a2 augmenter la température de 5-10°C et donc a causer des dommages irréversibles aux cellules

et aux tissus du fait de la dénaturation des biomolécules .

40— / ...........................
. 30- J,"
O § 102 particules/ml
— o —0— 10" particules/ml
~ 204 1/ & —aA— 10 particules/ml
< // & —y— 102 particules/ml
£ —— H,0
104 }‘;‘
11
0 120 240 360 480 600
Temps (s)

Figure I-5 : Evolution de la température de suspensions de nanocages d’or (nanocubes creux) de
différentes concentrations en fonction du temps d’exposition laser (1W/cm?)3!
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Afin d’envisager des traitements, il faut cependant que la fréquence de résonance plasmon des
nanoparticules d’or appartienne a la fenétre biologique. Dans cette zone du proche infrarouge, située
entre 650 et 900 nm, la pénétration de la lumiere est maximale en raison de la diminution des coefficients

d’absorption de I’eau et de I’hémoglobine des tissus (Figure 1-6).
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Figure I-6 : Evolution des coefficients d’extinction de I’hémoglobine (Hb, HbQO:) et de I’eau dans la région
du visible — proche IR

Les trois principales approches permettant d’adapter les propriétés optiques des nanoparticules a cette
fenétre consiste a: i) synthétiser des nanoparticules allongées appelées nanobatdnnets qui présentent
deux fréquences de résonance dont une dans le proche IR (mode de résonance longitudinal), ii) recouvrir
la surface de nanoparticules sphériques diélectriques avec une coquille d’or (nanoshells) et enfin, iii)
vider I’intérieur de nanoparticules d’or pour former des « nanobox », « nanocages », « nanoshells » qui
sont des objets creux. De plus, le développement des méthodes de syntheses permet aussi I’exploitation
et la maitrise de nouvelles formes «exotiques » telles que les «nanostars» ou encore les
« nanohexapods »!'8,

Dans le cadre de ce travail, nous avons décidé de nous focaliser sur I’étude des nanoshells qui sont plutdt

bien adaptées a des utilisations potentielles en nanomédecine.

2. Les différents types de nanoshells d’or

Deux grandes méthodes de syntheése sont reportées dans la littérature pour I’élaboration des
nanoshells d’or. Elles se différencient par la nature du cceur dié¢lectrique qui peut étre :
e soit un cceur solide du type polymérique ou siliciquel*®!

e soit un ceeur creux B!
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a. Nanoshells d’or a partir de nanoparticules de SiO,

Oldenburg et al.’% ont réalisé la premiére synthése de nanoshells d’or par un procédé qui peut
étre décrit en 3 étapes (Figure I-7). La premiere consiste a synthétiser des nanoparticules de silice via le
procédé Stober® qui permet d’obtenir des nanoparticules relativement monodisperses. Dans un second
temps, la surface de ces nanoparticules est fonctionnalisée avec le 3-aminopropryltriéthoxysilane
(APTES). Enfin la derniere étape consiste a utiliser la méthode de « croissance ensemencée » (« seed-
growth » en anglais pour germination-croissance) pour la formation de la coquille d’or. Pour cela, la
surface de silice est tout d’abord décorée avec de tres petites nanoparticules d’or (1 a 3 nm) par simple
adsorption (Figure I-8.a). Les interactions mises en jeu entre les groupements amines, majoritairement
sous la forme R-NH;* a pH < 10, et les particules d’or, chargées négativement, sont purement
électrostatiques. Ensuite, la croissance de ces particules isolées se fait par réduction d’un mélange

d’acide chloroaurique et de carbonate de potassium par du borohydrure de sodium dans ce cas précis.

Si(OEt,) Hydrolyse
l NH,, H,0 Condensation
HAuCI, O
i . THCP
réduction NaOH l APS Fonctionnalisation

. de surface
# O
. L ]

~

5 HAuCI,, K,CO,
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Réduction
de la coquille [

réducteur

Figure I-7 : Schématisation des étapes de la synthése de nanoshells mise au point par Oldenburg et al.[>%*!
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Les clichés MET (Figure 1-8.b-f) illustrent parfaitement la croissance progressive de la coquille
métallique. Au début de la réaction, la taille des nanoparticules d’or adsorbées augmente (Figure I-8.b-
c). Elles commencent ensuite a coalescer a la surface de la silice (Figure I-8.d-e) pour finalement former

une coquille continue de 33nm d’épaisseur (Figure I-8.1).

Figure I-8 : Clichés MET de la croissance de nanoshells sur un cceur de silice de 120 nm ; a) nanoparticule
de silice décorée avec des nanoparticules d’or, b)-e) croissance et coalescence des nanoparticules d’or a la
surface, f) nanoshell d’or métallique!>®!

La modification de surface des nanoparticules de SiO, est une étape essentielle de ce procédé. Elle
conditionne le taux de couverture par les nanoparticules d’or qui jouent le role important de sites de
nucléation pour la croissance de la coquille. Ainsi, 1’utilisation de polyélectrolytes tels que le chlorure
de poly(diallyldimétylammonium) (PDADMAC)“"! ou encore le poly(éthyleneimine) (PEI)"*! permet
d’augmenter le taux de couverture (supérieur a 40% pour le PDADMAC contre 15-30% pour

I’ APTESP%)) par la présence d’un nombre de groupements amines plus important.

L’étape suivante de la croissance de la coquille d’or est en particulier dépendante de la nature
du réducteur utilisé. Pour obtenir une coquille bien définie, uniforme et continue, il est important que la
croissance de tous les germes d’or a la surface de la silice soit simultanée. Il faut également éviter la
formation de particules d’or secondaires qui pourraient venir s’accrocher a la surface des nanoshells et
modifier I’état de surface. Par conséquent, de nouveaux réducteurs, plus faibles que le borohydrure de
sodium®®, qui a tendance a favoriser la formation de nouvelles particules, ont été étudiés. En effet, la
force du réducteur a une influence sur la vitesse de réduction et par conséquent sur la croissance de la
coquille d’or. Le formaldéhyde!*?, qui réagit trés lentement, conduit lui aussi a la précipitation de 1’or
en solution. D’autres réducteurs intermédiaires ont donc ¢été testés comme le chlorohydrate
d’hydroxylaminel®®!, le glucose!*! ou le monoxyde de carbone!*! qui conduit d’ailleurs a une coquille

relativement fine et donc a une absorbance dans la zone du proche IR.
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Les propriétés optiques de ces matériaux sont directement reliées, comme 1’ont montré des
calculs théoriques!'”, au rapport entre le diamétre du ceeur de SiO; et ’épaisseur de la coquille d’or.
Plus ce rapport est grand et plus la bande plasmon est déplacée vers le proche IR. 1l est donc possible de
moduler I’absorbance de ces nanoparticules en jouant sur la taille du ceeur et sur 1’épaisseur de la coquille

(Figure 1-9).
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Figure I-9 : Spectres d’absorption de nanoshells métalliques (ceeur de silice, coquille d’or) calculés
théoriquement en fonction du ratio rayon du ceeur : épaisseur de la coquille*®

La construction d’une coquille suffisamment fine pour déplacer la bande plasmon dans le proche IR est
fortement limitée par la taille des nanoparticules d’or primaires adsorbées (environ 2 nm) qui servent de
sites de nucléation. Ainsi, la plupart des travaux rapportent la synthése de nanoshells de taille comprise
entre 80 et 150 nm. En dessous de ces tailles, les nanoshells ont trés fortement tendance a s’agréger lors
de la synthese!*¢,

De nombreuses méthodes dérivées du procédé de synthese classique ont été développées afin de réduire
le nombre d’étapes, améliorer la reproductibilité et pallier a cette contrainte de taille: synthése de
nanoparticules de silice déja fonctionnalisées (co-condensation) ou encore procédé de déposition-
précipitation qui supprime 1’étape d’adsorption des germes!*’).

Néanmoins, I’ensemble de ces synthéses dépendent de nombreux paramétres (taille des particules de
Si0., pH, température, concentration des réactifs) qui ont une influence importante sur la structuration

de la coquille d’or.
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b. Nanoshells d’or a partir de nanoparticules métalliques

N

Une deuxieme approche plutdt originale consiste a utiliser des nanoparticules métalliques
comme gabarits. Elle est basée sur une réaction de remplacement galvanique qui a lieu spontanément en
solution lorsque les atomes d’un métal réagissent avec des ions métalliques ayant un potentiel
électrochimique plus important. Les atomes métalliques sont oxydés et dissous en solution pendant que

les ions métalliques sont réduits a la surface des gabarits (Figure I-10).

Figure I-10 : Schématisation du procédé expérimental conduisant a la formation de nanoshells d’or a
partir de gabarits d’argent de différentes morphologies®”!
De cette maniere, le potentiel standard du couple AuCls/Au (0,99 V vs ESH) étant supérieur a celui du
couple Ag*/Ag (0,80 V vs ESH), des nanoparticules d’argent en solution peuvent étre oxydées par le sel

d’or chloroaurique selon la réaction suivante :

Dans la méthode de synthese classique développée par Sun et Xial*”), cette réaction se fait 2 100°C. Cette
température permet d’augmenter la solubilité du sel AgCl formé et donc prévient la contamination des
nanoshells*®l, Elle a également une influence sur les coefficients de diffusion des especes en solution et
par conséquent joue un role sur la morphologie des nanoparticules finales! 8!,

Un mécanisme de formation a été proposé pour ces nanostructures originales synthétisées par la
voie classique. La réaction est dans un premier temps initiée sur un site spécifique de la surface
conduisant a la formation d’un trou. L’or métallique formé est confiné prés de la surface du gabarit et
se dépose de maniere épitaxiale a la surface des nanoparticules d’argent, leurs structures cristallines
étant relativement proches. Il se forme alors une fine couche d’or incompléte, et de ce fait, le trou reste
le seul site de réaction et de diffusion des especes formées. Au cours du remplacement galvanique, les

nanostructures se creusent et les atomes d’or continuent de se déposer ce qui augmente 1’épaisseur de la
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coquille. Au-dela d’une certaine épaisseur (environ 1 nm), des phénomenes de diffusion du type
mirissement d’Ostwald interviennent quand la température de la réaction avoisine les 100°C, diminuant
ainsi la taille des trous jusqu’a la formation d’une surface lisse et homogene!?7481,

Le parametre qui dicte la morphologie de la structure finale est la forme du gabarit de départ?”. Comme
le montre la Figure I-11, la réaction de remplacement galvanique conduit & une nanoparticule creuse,

avec une forme identique a celle du gabarit de départ et des dimensions légerement plus larges!*®!.

Morphologie  Gabarits d’argent Nanostructures d’or

Cube .
Sphere . .
Batonnet ’ ’

Fil / /

Figure I-11 : Clichés MET de nanostructures d’argent de différentes morphologies et les nanostructures
d’or creuses correspondantes apres réaction de remplacement galvanique'®!

D’un point de vue structural, Sun et al.®” ont pu mettre en évidence la formation d’une coquille
hautement cristalline par le biais de ce processus. En effet, la figure de diffraction électronique obtenue
par MET (Figure I-12.a) montre des anneaux de diffraction correspondant a une phase cristalline pure
du type cubique a faces centrées et dont le paramétre de maille est d’environ 4.08 A (4.0786 A pour I’or
et 4.0862 A pour I’argent). Ils ont également enregistré des clichés haute résolution de la coquille d’une
nanoshell qui révelent des franges uniformes et donc indiquent un haut degré de cristallinité (Figure

-12.b).

Figure I-12 : Mise en évidence de la cristallinité des nanoshells : a) Figure de diffraction obtenue par
focalisation du faisceau électronique sur un groupe de nanoshells (cf image MET), b) Cliché HRMET de
la coquille d’une nanoshell™"
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Concernant la composition chimique de ces nanostructures creuses, elle semble dépendre des conditions
d’élaboration. Qi et Lee®" ont établi par des méthodes de dynamique moléculaire que I’alliage Ag-Au
était plus stable thermodynamiquement que la structure bimétallique Ag/Au. Ainsi, la formation de
I’alliage aurait lieu spontanément en solution impliquant des phénomenes de diffusion a 1’interface
favorisés par la présence de défauts>?, méme si un facteur cinétique doit également étre considéré dans

C€ processus.

Dans les travaux de Vongsavat et al.l>¥], le rapport atomique Ag/Au obtenu par analyse dispersive en
énergie EDX (sonde de volume) est plus grand que celui déduit des analyses spectroscopiques XPS
(sonde de surface) impliquant donc un gradient de composition avec I’argent localisé au niveau de la
surface interne.

Afin d’apprécier plus précisément la distribution des éléments au sein de la coquille, Liz-Marzan et
al.5¥ ont réalisé des cartographies chimiques par microscopie électronique en transmission (MET)-EDX
(Figure 1-13), sur des nanoparticules obtenues a partir de différentes concentrations en sel d’or. Les
superpositions des cartographies de ’argent et de I’or montrent clairement une structure plutot

bimétallique au départ qui évolue ensuite vers la formation d’un alliage.

E
E

Figure I-13 : Cartographies EDX de nanocages obtenues pour des concentrations croissantes en sel d’or
HAuCl4 (a- b), clichés HAADF-STEM en projection et les cartographies correspondantes de I’Ag, de I’Au
ainsi que la superposition Ag/Au®*

B A B A

Par le biais d’une analyse le long du diamétre de nanoparticules similaires, Park et al.'> ont mis en
évidence la coexistence des éléments métalliques avec une répartition plutét homogene sur la zone

analysée.

Finalement, il est assez difficile de conclure de maniere générale sur la formation d’un alliage

ou non car chaque exemple rapporté de la littérature met en jeu des conditions de synthese différentes
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(température, nature du solvant, nature du sel d’or, quantité de sel d’or, taille et forme des gabarits
d’argent ...etc.) qui peuvent jouer un rdle dans la composition finale des nano-objets.

Cependant, dans le cas particulier de la synthése classique, (c’est-a-dire en milieu aqueux, a
100°C et en utilisant HAuCls comme sel d’or), Sun et Xial®® ont pu mettre en évidence un phénomene
de «dealloying » (corrosion sélective) lorsque la quantité de sel d’or utilisée dépasse une certaine
concentration. Il se traduit simultanément par la réduction de 1’épaisseur de la coquille (oxydation
sélective des atomes d’argent de ’alliage) et la création de petits trous a la surface des nanoshells
(coalescence des vacances formées) (Figure 1-14.a). Cette étape contribue significativement au
déplacement de la fréquence de résonance plasmon des nanoshells dans le proche IR (Figure I-14.b).
Ce résultat implique par conséquent la formation préliminaire d’un alliage au cours du remplacement

galvanique.

Extinction {u.a.)

400 600 800 1000
Longueur d’onde (nm)

Figure I-14 : Mise en évidence du processus de « dealloying » : a) Image MEB : identification de petits
trous a la surfaces des nanoshells et b) Spectres UV-vis : évolution de la fréquence plasmon en fonction du
volume d’or ajouté!>%

Finalement, cette méthode de synthése pour I’élaboration des nanoshells peut-&tre décrite en deux
étapes : (i) la formation de nanoshells (présentant une surface homogene et uniforme) via la combinaison
du remplacement galvanique et de la formation de ’alliage et (ii) la formation de nanoshells plus
« poreuses » du fait du processus de « dealloying ».

Cependant les conditions de synthese ont un impact sur la mécanistique et donc sur les nanostructures.
Quelques exemples dans la littérature rapportent des méthodes de synthese 1égérement modifiées par
rapport a celle de Sun et Xia: réalisées en milieu organique®”, avec un précurseur d’or modifié®®* ou
encore a température ambiante™51. Quelles que soient ces conditions, ce procédé original implique peu
d’étapes de synthese, est facile a mettre en ceuvre mais surtout permet d’obtenir des nanoshells creuses

dont la bande plasmon est facilement ajustable a la fenétre biologique.
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3. Applications biologiques des nanoshells d’or

Du fait de la faible absorption de la lumiere du proche IR par les tissus, il est possible d’envisager
I’ablation de tumeurs par photothérapie plasmonique (plasmonic photothermal therapy, PPTT®)). L’ idée
est de délivrer une dose létale de chaleur dans un volume spécifique de tumeurs. L’intérét de cette
technique est de limiter les dommages collatéraux dus a I’échauffement localisé produit par les

nanoshells.

Par exemple, Hirsch et al.5¥ lors d’une étude in vitro puis in vivo ont mis en évidence tout le potentiel
des nanoshells d’or. En effet, I’exposition laser (820 nm, 4 W/cm?, 4-6 min) de tumeurs traitées
directement avec ces nanoparticules induit une augmentation de la température moyenne (AT = 37,4 +
6,6 °C) a I’origine de Iésions irréversibles des tissus. Le controle (sans nanoshells + expositon au laser)
révele une augmentation de la température moyenne significativement plus faible (AT < 10°C) ne
causant, d’aprés les auteurs, aucun dommage. Néanmoins, dans la majorité des applications, 1’injection
directe dans la tumeur n’est pas envisageable.

Une approche alternative consiste a injecter les nanoshells par voie intraveineuse qui vont donc circuler
puis s’accumuler dans la tumeur avant le traitement laser. La taille des nanoparticules devient alors un
parametre critique. Plusieurs études ont montré que des nanoparticules de 60-400 nm de diamétre
peuvent s’extravaser et s’accumuler dans les tumeurs via un mécanisme passif appelé effet EPR
(enhanced permeability and retention effect)!.

L’efficacité de ce mécanisme a pu étre démontrée par O’Neal et al.!®! ; 6h aprés I’injection intraveineuse
de nanoshells, la variation de température induite par 1’exposition laser (808 nm, 4W/cm?, 3min) est
significativement différente entre la zone tumorale et une zone saine située a quelques millimetres. Sur
cette derniére zone saine, la réponse thermique obtenue est identique a celle enregistrée quand 1’animal
ne regoit pas d’injection de nanoshells (contrdle). Ce résultat suggeére une accumulation préférentielle
des nanoshells dans la tumeur. Par ailleurs, une régression compléte des tumeurs est observée 10 jours
apres le traitement et la reprise de leur développement n’est remarquée qu’aprés 60 jours.

11 est également possible d’augmenter ’efficacité du traitement en fonctionnalisant les nanoshells de
sorte a cibler les cellules a traiter et favoriser I’accumulation dans les tissus tumoraux. De cette maniére,
Melancon et al.®" ont conjugué des nanoshells d’or (HAuNSs) avec un anticorps spécifique (C225) et un
anticorps non spécifique (IgG). Ils ont alors étudié in vitro ’influence sur des cellules cancéreuses de
plusieurs conditions : aucun traitement, seule injection des nanoshells, seule irradiation laser et enfin le
couplage des deux (nanoshells IgG-HAuNs + laser et nanoshells C225-HAuNs + laser). Comme le
montre la Figure I-15, la mort des cellules (marquées en rouge) n’est observée que dans le cas ou les
cellules ont été traitées avec 1’association nanoshells conjuguées avec 1’anticorps spécifique/laser. Dans

tous les autres cas, les cellules ne sont pas impactées (marquées en vert).
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B No Treatment C225-HAuUNS Laser Alone [gG-HAUNS C225-HAUNS
+ La_ser + Laser

x40
Figure I-15 : Viabilité cellulaire observée par microscopie de fluorescence apres différents traitements.
Les cellules vivantes sont marquées en vert et les cellules mortes en rouge!¢!!

Cet exemple illustre parfaitement I’intérét du ciblage qui permet d’augmenter la sélectivité et donc

améliorer significativement 1’efficacité du traitement.

1. Les nanoparticules coeur-coquille Au(@SiO,

Afin d’améliorer I’efficacité des traitements, ’hyperthermie peut étre utilisée en combinaison avec
d’autres thérapies. En effet, 1’échauffement généré permet d’améliorer la sensibilité¢ des cellules au
traitement par chimiothérapie (délivrance de médicament)[?,

Grace aux potentialités offertes par I’échelle nanométrique, des objets a structure originale permettant
la combinaison de thérapies cancéreuses sont envisagés pour les traitements.

Les nanoparticules du type cceur-coquille (« core-shell » en anglais) sont définies comme des
nanomatériaux composites présentant un coeur et une coquille de nature chimique différente. L’intérét
premier de la formation de nanoparticules a structure cceur-coquille est de pouvoir combiner les
propriétés de chaque phase. La coquille peut également, selon sa nature, améliorer la stabilité chimique,
thermique, colloidale mais aussi prévenir de 1’oxydation du cceur ou encore augmenter la fonctionnalité

par la conjugaison avec d’autres molécules'®,

En particulier, la formation d’une coquille en silice apparait trés intéressante pour des applications
biomédicales. En effet, la silice est un matériau inerte, transparent, qui présente une bonne stabilité
chimique et colloidale mais surtout qui peut étre fonctionnalisé avec une large gamme de molécules!®,
Ainsi, la synthese de nanoparticules Au@SiO, permet d’envisager de nouvelles applications du fait de
la multifonctionnalité de ces nanosystemes qui les rend plus performants. Dans ces assemblages,

I’¢laboration de la coquille silicique est généralement réalisée par voie sol-gel comme décrite ci-apres.

1. La silice
a. Le procédé sol-gel
En 1846 le chimiste frangais Ebelmen!®* réalise la premiere synthése « sol-gel » conduisant a
un verre de silice de fagon plus douce (énergétiquement) en évitant le passage par son point de fusion.
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Cependant, cette découverte prématurée passa inapercue. En effet, le procédé « sol-gel » était né, mais
il fallut attendre 1939 pour que le premier brevet!®! soit déposé par la firme verriére allemande Schott

Glaswerk et environ vingt années supplémentaires avant qu’un intérét scientifique réel ne soit suscité.

Un « sol » se définit comme le mélange en solution d’oligoméres colloidaux, de petites macromolécules
ainsi que, selon le degré d’avancement de la réaction de polymérisation, de différents monomeres
partiellement hydrolysés. Le gel est quant a lui constitué d’un réseau d’oxydes tridimensionnel, gonflé
par un solvant et de viscosité infinie.

Ainsi, le procédé sol-gel, qui repose sur la polymérisation inorganique de précurseur moléculaire en
solution a température ambiante, met en ceuvre des conditions de chimie « douce », principe introduit
par Jacques Livage dans les années 706,

Dans le cas d’une polymérisation hydrolytique, le procédé sol-gel peut étre décrit par une succession de
réactions d’hydrolyse et de condensation. Les précurseurs les plus communément utilisés sont les
alcoxydes métalliques car contrairement aux sels métalliques, les sous-produits de la réaction (alcools)

peuvent étre facilement éliminés.
Dans le cas particulier de la silice, le mécanisme, décrit en deux étapes, est le suivant :

Une premiére étape d’activation : I’hydrolyse

(RO);Si—OR + H-OH (RO);Si—OH + R—-OH (2)

Une deuxieme étape de propagation : la condensation
(RO);Si—OR + HO — Si(OR)3 (RO)3Si— O -Si(OR); + ROH 3)
(RO)3Si— OH + HO - Si(OR)3 (RO)3Si— O -Si(OR); + H2O 4)

ou R est un groupement alkyle CyHony1.

La réaction d’hydrolyse est une substitution nucléophile qui permet le remplacement des fonctions
alcoxydes par des fonctions hydroxyles plus réactives. La réaction de condensation qui suit met en jeu
deux mécanismes en concurrence : 1’alcoxolation (3) et I’oxolation (4), qui aboutissent tous deux a la
création de ponts siloxanes.

Les alcoxydes de silicium étant insolubles dans 1’eau, un co-solvant (généralement I’alcool parent) est
utilisé dans la synthese. En milieu neutre, la formation du gel de silice peut prendre plusieurs jours, voire
plusieurs semaines du fait des faibles vitesses d’hydrolyse des alcoxysilanes. En effet, les alcoxydes de
silicium réagissent trés lentement avec 1’eau ; ainsi une catalyse acide ou basique est nécessaire pour
déclencher I’étape d’hydrolyse.

Cependant la catalyse n’a pas seulement une influence sur les vitesses de réaction mais également sur

la structure du gel formé!®”!. La catalyse acide avec un faible rapport [H,O]/[Si] conduit a des réseaux
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polymériques peu « branchés » alors que la catalyse basique avec un rapport important favorise la

formation de particules colloidales fortement condensées (Figure I-16).
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Figure 1-16 : Influence du pH sur la morphologie dans le procédé sol-gel(6®!
Les vitesses des réactions d’hydrolyse et de condensation peuvent aussi étre influencées par la

température, la nature du solvant, la nature de 1’alcoxysilane et la concentration des différents réactifs.

b. Synthése de nanoparticules de silice

i. Méthode « Stober »
La premigre synthese de nanoparticules de silice par voie sol-gel a été développée par Stober!*®!,
et consiste en I’hydrolyse et la condensation du tétraéthoxysilane (TEOS), catalysées par 1’hydroxyde
d’ammonium en milieu eau/éthanol. Dans cette réaction, 1’hydroxyde d’ammonium permet non
seulement d’établir un pH basique mais il influence également la morphologie des nanoparticules
formées.
Il est ainsi possible d’obtenir des nanoparticules sphériques et monodisperses en taille, de diametre

compris entre 50 nm et 2um par la simple variation du rapport [H-O]/[NH3].
ii. Méthode « Stober modifiée » : synthése de nanoparticules de
silice mésoporeuse

Au-delad de la méthode Stober classique, diverses stratégies ont été développées afin de
synthétiser des nanomatériaux 2 structures poreuses. Unger et al.[”! furent les premiers 2 adapter la

procédure initiale pour I’¢laboration de nanoparticules de silice mésoporeuse du type MCM-41.

Depuis leur découverte en 19927%1 les MCM-41 sont devenus les plus populaires de la famille

des matériaux mésoporeux silicatés et aluminosilicatés M41S. Les MCM-41 sont caractérisés par un
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systtme de pores de diametre compris entre 2 et 10 nm, organisés en un réseau hexagonal
bidimensionnel. Ces matériaux présentent des surfaces spécifiques supérieures a 400 m?/g et une
importante stabilité chimique et thermique. L’ensemble de ces propriétés physiques les rendent
particulierement intéressants pour des applications en catalyse.

De par I’intérét croissant porté a ces matériaux, de nombreux efforts ont été depuis fournis afin de
controler plus précisément la taille des pores ainsi que leur structure. Ces développements ont ouvert la
voie vers I’utilisation de ces matériaux en tant que matériaux hdtes pour I’adsorption et la libération de
molécules a propriétés spécifiques. En 2001, le premier article rapportant le potentiel des MCM-41 en

tant que réservoir pour la délivrance de médicament a ainsi été publié!’!),

La porosité des silices mésoporeuses est générée par I’introduction de tensioactifs cationiques
du type bromure d’alkylammonium qui jouent un réle d’agent structurant.
En effet, au-dela d’une certaine concentration en solution (CMC, concentration micellaire critique), les
tensioactifs forment des micelles qui peuvent s’auto-assembler en un arrangement hexagonal de
cylindres. Dans ce cas, le précurseur de silice s’hydrolyse et se condense préférentiellement autour des
micelles (Figure I-17-a), en raison de la trés forte interaction entre les tétes polaires du tensioactif et les

ions silicatés en milieu basique.

Silice
Composite: solide inorganique mésoporeuse
Phase cristal liquide mésoporeux/tensioactif (type MCM-41)
(hexagonale 2D)

Micelle Micelle
sphérique cyclndrique

I

A
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Figure I-17 : Modele schématique du mécanisme de formation des MCM-41. Mésoporosité dirigée par
a) une phase cristal-liquide: LCT mécanisme (Liquid Crystal Templating) ou par b) les anions silicatés!”*

Elimination
du tensioactif

Beck et al."", qui ont suggéré ce premier modele n’excluent cependant pas que I’auto-assemblage puisse

étre dirigé par I’addition du précurseur de silice (Figure I-17.b).
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Un autre mécanisme a également été proposé par Stucky et al.’?! suggérant plutdt une auto-association
des précurseurs de silice et des molécules de tensioactif conduisant a une phase lamellaire qui évolue

ensuite en phase hexagonale.

N

L’élimination du tensioactif, par extraction ou calcination, conduit a des matériaux
nanostructurés qui présentent une porosité dont 1’organisation dépend des conditions de synthése.
Par exemple, 1’ajout d’alcool dans le milieu réactionnel peut modifier la structuration des pores qui se
traduit par le passage d’une phase hexagonale type MCM-41 a une phase cubique type MCM-48
identifiable par des analyses en DRX!" (Figure I-18).
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Figure I-18 : Diagramme de diffraction d’un matériau type MCM-41 a porosité hexagonale, d’un
matériau type MCM-48 a porosité cubique et de nanoparticules sphériques mésoporeuses’#

Aussi, lorsque les conditions de synthése approchent celle de la méthode Stober ¢’est-a-dire lorsque la
concentration en alcool devient trés importante, la porosité évolue a nouveau vers une organisation
hexagonale et le matériau formé se présente sous la forme bien définie de nanoparticules sphériques 74,
Le diagramme de diffraction suggere également la présence d’une seconde phase (repérée par la fleche
sur le diagramme de diffraction de la Figure I-18). A travers cette étude, le double role de co-solvant et
co-surfactant de 1’alcool a pu ainsi étre mis en évidence.

Malgré I’obtention d’informations sur 1’arrangement des pores, 1’interprétation des données de
diffraction reste assez difficile du fait de la localisation des pics aux petits angles ainsi qu’une largeur

souvent importante observée dans le cas des nanoparticules (Figure I-18).
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D’autre part, les analyses d’adsorption de diazote sont classiquement utilisées pour caractériser la texture
de ces matériaux et renseignent spécifiquement sur la porosité (surface spécifique, volume poreux,
diametre des pores). L’ensemble de ces caractéristiques sont extraites d’isothermes de sorption.
Typiquement, un matériau mésoporeux de type MCM-41 présente une isotherme de type IV d’apres la
classification IUPAC!S! (Figure I-19). Cette classification vise a distinguer des adsorbants typiques mais
en réalité les isothermes d’adsorption obtenues sont généralement des isothermes composites révélant
la complexité des adsorbants étudiés.
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Figure I-19 : Isothermes de sorption d’azote de type IV caractéristique des matériaux mésoporeux
(nanoparticules type MCM-41)!7!

Il peut étre intéressant d’utiliser la transformée de Fourier sur des images haute résolution de
microscopie €lectronique en transmission (HRMET). De cette maniére, Liu et al.”” ont pu évaluer plus
précisément 1’ordre local de 1a porosité et mettre en évidence une distribution radiale des pores pour les

nanoparticules mais surtout un arrangement des pores hexagonal au centre d’une nanoparticule (Figure
1-20).

Figure I-20 : Cliché de microscopie électronique haute résolution d’une nanoparticule sphérique bien
organisée au niveau du centre, un agrandissement du centre est donné (en haut a gauche) et la figure
correspondante obtenue par transformée de Fourier (en haut a droite) montre clairement une symétrie
hexagonalel””!
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La combinaison de la microscopie électronique en transmission et de la diffraction d’électrons a
également permis de suggérer que ces nanoparticules consistaient en réalité€ en un coeur octaédrique
tronqué de structure cubique type MCM-48 et des pores cylindriques distribués de maniere radiale

depuis la surface de cet octagdre tronqué avec un arrangement du type hexagonall™,

Finalement, cette approche originale impliquant I’utilisation de tensioactif pour 1’¢élaboration de
nanoparticules mésoporeuses a conduit au développement de nouvelles familles de matériaux. En effet,
I’influence de la nature du tensioactif a été étudi¢e. Par exemple, 1’utilisation d’un copolymére tri-blocs
en tant que tensioactif non ionique a permis I’obtention des mésoporeux SBA’®! (Santa Barbara Acidic)
qui présentent une porosité hexagonale et des microporosités entre les canaux mésoscopiques ou encore
les MSU! (Michigan State University) qui possédent une structure vermiculaire poreuse 3D.

Afin d’améliorer le controle de la taille des nanoparticules, Yoon et al.® ont utilisé des nanoparticules
de silice denses monodisperses comme support de structuration d’une coquille mésoporeuse, organisée
des lors avec une orientation des mésopores perpendiculairement a la surface du cceur dense (Figure
I-21). Cette organisation particuliere, obtenue pour différents tensioactifs du type C,-TAB
(CuH2ut1N(CH3)3Br avec n =12, 14, 16, 18), s’est révélée étre directement dépendante de la valeur du
rapport molaire C,-TAB/TEOS. Dans ce cas, I’épaisseur de la coquille formée varie avec la longueur de

la chaine alkyle du tensioactif utilisé.

Figure I-21 : Clichés MET des nanoparticules synthétisées avec le C1s-TAB. Mise en évidence de a) la
structure ceeur-coquille et b) I’orientation des pores perpendiculaire au coeur®"

2. Synthése de nanoparticules Au(@SiO,
a. Les nanoparticules Au@SiO; dense

L’accroche de la silice sur une surface métallique telle que 1’or est une difficulté a contourner
par rapport aux surfaces oxydes notamment. En effet, I’or métallique a une tres faible affinité avec la
silice car, contrairement a la plupart des métaux, I’or ne forme pas de couche de passivation du type
oxyde en solution.

Les premiéres tentatives pour contourner ce caractére vitréophobe impliquaient 1’hétéro-

coagulation de nanoparticules d’or sur des nanoparticules de SiO; en solution, suivi de la croissance
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dans I’éthanol®!, Cette premiére approche conduit malheureusement a un mélange de ceeur-coquille (en
treés faible concentration) et de nanoparticules de SiO» secondaires.

Une autre méthode fondamentalement différente a été par la suite développée par Liz-Mérzan et al.®,
Elle consiste a rendre la surface des nanoparticules d’or vitréophile en utilisant un agent de couplage du
type aminoalcoxysilane. Du fait de la grande affinit¢é de 1’or et des amines, Ile
3-aminopropyltriéthoxysilane vient dans un premier temps se substituer a I’agent stabilisant (citrate dans
ce cas) pour former une monocouche a la surface des nanoparticules d’or. La croissance de la coquille
de SiO; se fait par la suite par ajout de silicate de sodium, a pH entre 8 et 10, de sorte que la solubilité
des silicates en solution soit réduite. Ainsi, le processus de polymérisation/précipitation est suffisant
pour que la couverture soit homogene et relativement rapide pour éviter la nucléation secondaire. La
coquille de SiO; formée est plutdt fine mais rugueuse du fait de la nature oligomérique du précurseur de
silice.

Finalement, la croissance peut étre prolongée et contrdlée via la méthode Stober. Cette étape

nécessite alors le transfert des nanoparticules en milieu alcoolique impliquant donc que la premiere
coquille de SiO, formée en milieu aqueux soit suffisamment importante pour éviter la floculation des
nanoparticules induite par des forces de type Van der Waals.
Ainsi cette méthode de « croissance ensemencée » conduit & la formation de nanoparticules Au@SiOs,
avec une épaisseur de coquille ajustable et peu d’effet de nucléation secondaire. Cependant, la premiere
étape de cette méthode est fortement dépendante du pH, difficilement contrdlable, et nécessite des temps
de réaction relativement importants (supérieurs a 24h).

Sur la base de ce constat, Graf et al.!®! ont développé une méthode permettant le transfert direct
des nanoparticules en milieu hydro-alcoolique par I’adsorption d’un polymeére amphiphile et non
ionique : le poly(vinylpyrrolidone) (PVP). L’avantage de ce polymere est qu’il peut s’adsorber sur
différents colloides mais surtout les stabiliser en milieu aqueux et/ou non aqueux. Avec cette adsorption
initiale de PVP, le procédé Stober permet par la suite d’obtenir des nanoparticules avec une coquille
homogene et dont 1’épaisseur est ajustable par la variation de la concentration en TEOS.

Finalement, il apparait possible d’effectuer la synthése sans utiliser d’agent de couplage, en jouant sur
I’ordre d’ajout des réactifs ainsi que sur leur concentration. En effet, Mine et al.®* ont réalisé la
croissance directe d’une coquille de silice sur des nanoparticules d’or stabilisées par du citrate (Figure
1-22). D’apres ces travaux, les molécules de TEOS, qu’elles soient hydrolysées ou non, peuvent interagir
avec le citrate adsorbé conduisant a la formation préférentielle de silice a la surface des nanoparticules
d’or. De plus, les concentrations en éthanol et en ammoniaque utilisées ainsi que 1’ordre d’introduction

des réactifs permet de controler 1’agrégation et d’éviter la floculation des nanoparticules dans le milieu.
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200nm

Figure I-22 : Cliché MET de nanoparticules Au@SiO: sans utilisation d’agent de couplage 34

b. Les nanoparticules Au@SiO; mésoporeuse (Au@mSiO,)

A partir de ces nanoparticules Au@SiQ,, il est possible de modifier la structuration de la coquille
de SiO, dense par une transformation pseudomorphique!®!. Ce procédé implique la création du systéme
micellaire de tensioactifs au cours de la dissolution de la silice, induite par un milieu alcalin et son
interaction avec la surface. Apres traitement hydrothermal, 1a coquille présente une porosité complexe,
ou les mésopores ne sont pas alignés mais forment plutét une structure vermiculaire avec une
distribution aléatoire dans toutes les directions, depuis le coeur des nanoparticules vers la surface externe

(Figure 1-23-b). Cependant, une porosité hexagonale peut étre distinguée dans certains domaines.

Figure I-23 : Clichés MET des nanoparticules a) Au@SiO: dense et ¢) Au@SiO2 mésoporeuse obtenues
par pseudomorphisme!s!

D’autres travaux®®! ont pu montrer la construction d’une coquille de SiO, mésoporeuse
directement sur des nanoparticules Au@SiO,. Cette méthode s’apparente ainsi a un procédé « seed-

growth » puisque la premiere coquille de silice dense sert de site de nucléation pour la deuxieme coquille
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mésoporeuse. Dans ce cas, la porosité de la silice semble plus facilement contrdlable. En effet, la
premiére coquille de silice permettrait de maitriser plus précisément I’orientation de pores®”.,

A Pinverse, Matsuraa et al.®” ont réussi a favoriser la formation directe d’une coquille de SiO»
mésoporeuse sur des nanorods d’or stabilisées par du CTAB. Dans ce cas, la structure des pores est
désordonnée mais la croissance sur le ceeur d’or est favorisée du fait de la stabilisation par le CTAB.

Enfin Croissant et al.®® ont mis au point une synthése en une seule étape, dite « one pot »,
permettant la formation de nanoparticules cceur-coquille Au@mSiO,. Ce travail repose sur
I’optimisation de multiples parametres de synthése (ordre d’ajout des réactifs, concentrations des
réactifs, température de réaction etc...) et par conséquent est trés difficilement adaptable pour la
synthése de cceur-coquille avec un ceeur différent (nature ou forme) ou une structuration de porosité

différente par exemple.

3. Les nanoparticules hybrides Au(@SiO;

L’intérét des nanoparticules coeur-coquille est dans un premier temps de combiner les propriétés
de chacun des systémes. La formation d’une coquille de SiO, sur des nanoparticules d’or a permis
d’envisager de nouveaux concepts au niveau des applications biomédicales comme nous le verrons par
la suite. L’attrait de pouvoir fonctionnaliser la surface de ces assemblages par des motifs moléculaires,

polymériques ou biologiques repousse encore davantage leur extraordinaire potentiel.

a. Les matériaux hybrides : définition

La silice est une matrice unique pour I’incorporation de groupements fonctionnels organiques

conduisant a la création de matériaux hybrides.

Les matériaux hybrides peuvent étre défini comme le mélange intime d’une entité organique et

d’une entité inorganique au sein d’'un méme matériau. L’assemblage de ces deux entités peut étre soit
homogene, dans le cas ou le matériau résulte de composés organiques et inorganiques miscibles, soit
hétérogene et dans ce cas le matériau est constitué de plusieurs phases dont au moins un domaine a une
dimension comprise entre quelques Aet plusieurs nanometres®.
L’interface inorganique-organique influence de maniére importante les propriétés de ces matériaux. Une
classification des matériaux hybrides a d’ailleurs été établie en fonction de la nature des interactions
existant a I’interface!™’. La premiére classe inclut les matériaux qui présentent une interaction faible
entre la matrice organique et la matrice inorganique (du type Van der Waals, liaisons hydrogenes ou
forces électrostatiques). La seconde (classe II) concerne ceux présentant une interaction forte (liaisons
covalentes ou iono-covalentes entre sous réseaux).

Les propriétés de ces matériaux étant directement liées a la synergie entre les deux sous-

systémes, le contrdle de I’assemblage est essentiel. Pour cela, plusieurs voies sont envisageables pour la
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synthése de ces matériaux hybrides®>®!! (Figure 1-24). Les deux premiéres voies différent de par la
nature des précurseurs utilisés. Lorsque les précurseurs, de nature chimique différente, sont
moléculaires, la chimie sol-gel conventionnelle ou les méthodes hydrothermales peuvent &tre mises en
ceuvre pour la formation de I’hybride. Par contre, lorsque ce sont des nano-objets, la dispersion ou
I’assemblage s’effectue dans ce cas par ’intermédiaire de composés organiques. Une autre voie
concerne les procédures d’auto-assemblages de surfactants organiques pour diriger la croissance ainsi
que la structuration de matériau inorganique comme dans le cas des matériaux mésoporeux par exemple.
Enfin, la derniére voie fait appel a la chimie intégrative c’est-a-dire la combinaison du controle de la
taille des objets a 1’échelle du micron et les méthodes citées précédemment. Ainsi, il devient possible
d’¢laborer des objets hiérarchiquement organisés en termes de structure et de fonction et surtout une

architecture a différentes échelles.
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Figure I-24 : Schéma des principales voies chimiques pour la synthése de matériaux nanostructurés
hybrides organiques-inorganiques®*

De toute évidence, la conception d’une multitude de matériaux hybrides, avec un contrdle unique de la
structure et des propriétés, une flexibilité de taille et de composition permet donc d’envisager de

nombreuses applications.

b. Les nanoparticules hybrides : applications biomédicales

Dans le cas particulier des applications biomédicales, la conception de nanomatériaux hybrides
est a 'origine de progres significatifs dans les domaines du diagnostic, de la détection et du traitement
du cancer. En particulier, la formation d’une coquille de silice hybride sur des nanoparticules d’or

permet la combinaison de multiples propriétés et donc la création de nouveaux nanomatériaux.

i. Exemples de nanoparticules hybrides Au@SiO, pour la détection

La résonance plasmon de ’or peut &tre utilisée afin d’exalter des propriétés telles que la

fluorescence (MEF pour « metal enhanced fluorescence »). Dans ce cas, la coquille de silice permet la
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fonctionnalisation par I’entité fluorescente mais elle permet également de moduler les interactions entre
le fluorophore et le coeur métallique qui est fonction de la distance entre les deux entités. En effet, les
nanoparticules métalliques peuvent, du fait des champs électriques intenses au voisinage de la surface,
exalter la fluorescence mais également produire I’effet inverse c’est-a-dire la « quencher » si le

fluorophore est trop proche du coeur métallique (moins de 5 nm).

Ainsi I'utilisation de la silice en tant qu’espaceur apparait particulierement adaptée puisque I’épaisseur
de la coquille peut étre précisément controlée par le procédé sol-gel.

De cette fagon des nanosysteémes Au@SiO, décorés avec des « quantums dots » CdSe®® ont été
synthétisés. La surface de silice de ces nanoparticules est fonctionnalisée avec une molécule organique,
le 3-aminopropyltriméthoxysilane, qui va en partie réagir avec les groupements silanols de surface de la
silice (via les groupements méthoxy) mais également interagir avec les quantums dots par

I’intermédiaire des groupements amines (Figure 1-25).
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Figure I-25 : a) Schéma de synthése multi-étapes et b) Cliché MET de nanostructures hybrides
Au@Si02/CdSeP

s

De la méme maniere, des nanoparticules de SiC ont été utilisées en tant que fluorophores. Méme
si leur rendement quantique est plus faible que celui des quantums dots CdSe, leur biocompatibilité est
bien meilleure. Sui et al.®* ont en effet étudié 1’influence de la nature de I’interaction, entre la surface
de silice fonctionnalisée et les nanoparticules de SiC. Lorsque I’interaction est du type électrostatique,
la fluorescence est améliorée (multipliée par 1,3) alors qu’elle est exaltée d’un facteur 3,2 fois pour une
interaction covalente. Ce résultat souligne 1’effet de la nature de l’interface sur les propriétés des
matériaux.

La technique MEF peut donc étre utilisée afin d’augmenter la sensibilité pour la détection de

biomolécules par fluorescence ou pour I’imagerie cellulaire.

ii. Exemples de nanoparticules hybrides pour la délivrance

controlée

Les propriétés photothermiques de I’or peuvent étre également utilisées pour contrdler la
délivrance de médicaments. La coquille de silice est alors mise a profit pour I’encapsulation et le

transport du principe actif.
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i1.1. La silice mésoporeuse pour I’encapsulation

Depuis I’introduction en 2001 du concept des nanoparticules mésoporeuses de silice (MSN,
mesoporous silica nanoparticles) en tant que nano-cargo pour le transport de molécules
thérapeutiques'’!!, de nombreux efforts ont été menés pour le développement de nanoparticules
multifonctionnelles stimulables pour la délivrance de médicaments. Le contrdle de la libération est alors
dirigé par la fonctionnalisation de surface des nanoparticules dont la nature varie en fonction du stimulus
utilisé.

Le groupe de Zink, un des groupes pionniers dans ce domaine, a imaginé des nanosystemes
susceptibles d’étre activés par différents stimuli comme le pH'®, 1a lumiere®®®, I’application d’un champ

magnétiquel®”!.

.. etc. Pour cela, les nanoparticules de silice mésoporeuses sont fonctionnalisées avec
des machines moléculaires « mécanisées » appelées nanovalves capables de changer de configuration
sous I’effet d’un stimulus.

Des nanovalves activables par la température ont par exemple été envisagées sur la base de complexes
[2]pseudorotaxanes constitués d’un macrocycle qui interagit (via des interactions faibles) avec un
fragment moléculaire linéaire (diaminoalcoxysilane) greffé a la surface de silice!®®. L efficacité de ces
systemes en tant qu’obturateurs de pore a été démontrée par I’encapsulation puis la libération d’une
molécule modele (rhodamine B) activée par effet photothermique. En effet, lorsque ces nanoparticules
Au@SiO; sont irradiées avec un laser de longueur d’onde appropriée (c’est-a-dire correspondant a la

fréquence de résonance plasmon du cceur d’or), la température augmente prés de la surface de ’or, ce

qui conduit a I’ouverture des nanovalves et donc a la libération de la molécule colorée (Figure 1-26).

Mécanisation A

des pores

Au@MSN@Valve ——_ -
Colorant encapsulé @ Echauffement externe

Figure I-26 : Schéma de dissociation du complexe fragment moléculaire/macrocycle sous ’effet de
Pirradiation laser conduisant 2 Pouverture des nanovalves et a la libération de la molécule colorée®®
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Le nanosysttme Au@mSiO, de Yang et al® est fonctionnalisé avec un polymere
thermosensible : le poly(N-isopropylacrylamide). Ce polymere subit une transformation réversible
autour de 32°C qui correspond a la température inférieure critique de solubilité (LCST lower critical
solubility temperature). En dessous de cette température, il est hydrophile et gonflé ce qui obture les
mésopores et au-dela, il devient hydrophobe et se recroqueville conduisant a 1’ouverture partielle de la
porosité.

Duguet et al.® ont par ailleurs démontré D’efficacité du 1-tétradécanol (TD) en tant
qu’obturateurs de pores sur des systemes Au@mSiO,. Cette molécule, insoluble dans I’eau, posséde un
point de fusion autour de 38-39°C et donc ce changement de phase peut étre mis a profit pour la

délivrance de médicaments activée par effet photothermique (Figure I-27).
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Figure I-27 : Libération cumulée de doxorubicine (DOX) a partir de nanoparticules
Au@mSiO:@DOX@TD lors de cycle d’irradiation laser on/off — Comparaison avec le profil de libération
cumulée a 37°CP*!

11.2. Les bio—hybrides a base de silice pour I’encapsulation

i.2.a Biosilicification
La silice est I’'un des minéraux les plus abondants sur Terre qui est produit par de nombreux
organismes vivants. Par exemple, la diatomée Cylindrotheca fusiformis est un matériau bio-hybride qui
a particulierement suscité 1’intérét de la communauté scientifique. De maniére intéressante, ces
organismes unicellulaires utilisent une matrice organique comme gabarit pour former une capsule de
silice appelée frustule qui présente une microstructure avec des tailles caractéristiques de 1’échelle
nanométrique : c’est la biosilicification. La dissolution sélective de la silice a permis I’isolation et

I’identification de la partie organique constituée de peptides polycationiques appelés silaffines.
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De maniére intéressante, ces especes organiques sont capables, lorsqu’elles sont ajoutées a une solution

d’acide silicique, de générer en quelques secondes un réseau de nanoparticules de silice (Figure 1-28).

Figure I-28 : Images MEB de silice précipitée par a) la silaffin-1A (d(particules) = 500-700 nm) et b) un
mélange de silaffines (d(particules) < 50nm)!%"!

Comme le montre ces images MEB, la nature des peptides mis en jeu a une influence sur 1’organisation
du réseau et sur la taille des nanoparticules formées!'®”. Des polyamines a longues chaines ont été
également identifiées dans plusieurs diatomées suggérant leur participation dans la machinerie de la
biogénese de la silice. En effet, leur ajout dans un solution d’acide silicique in vitro induit la formation
de précipités composés de silice et de polyamines!'’!. La steechiométrie de la réaction réalisée suggére
une interaction relativement forte entre les groupements amines et les groupes silanols de la silice. Par
ailleurs, la formation de liaisons hydrogenes a également été démontrée dans des hybrides synthétisés a
partir de polyallylamine!'%?!. Kroger et al.l'!! ont également montré, par fractionnement des chaines de
polyamines extraites des diatomées en fonction de leur masse molaire, que la taille des chaines avait une
influence sur la taille des nanoparticules de silice obtenues.

Ainsi I’action combinée des silaffines et polyamines dirige la condensation de la silice et conduit a une

diversité de formes et de structures qui caractérisent les diatomées.

ii.2.b Capsules bio-hybrides

Ces systemes biologiques hybrides ont inspiré les scientifiques pour le développement de
nouvelles méthodes de synthése de silice structurée utilisant 1’acide silicique comme source. Le
processus de biosilicification a donc été largement exploré avec différents acides aminés et

macromolécules!!®1% qui sont des (poly)cations dans les conditions de pH utilisées.
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Parmi ces especes, la lysine a fait I’objet d’un intérét particulier puisqu’elle a été identifiée dans les
silaffines comme I’élément structural qui accélére la polymérisation de I’acide silicique et favorise la
formation de réseaux de nanospheres!'®, Par la suite, Coradin et al.!'%*!%! ont montré que la poly-L-
lysine, qui correspond a un enchainement d’unités L-lysine (Figure 1-29.a), favorisait également la
condensation des silicates de sodium. Ce mécanisme a d’ailleurs été mis en ceuvre afin d’améliorer les
propriétés mécaniques de microcapsules dédiées a D’encapsulation de cellule!'®. Dans ce cas,
I’utilisation de la poly-L-lysine conduit a des particules caractérisées par une surface lisse et homogene

(Figure 1-29.b).

* HBr

Figure 1-29 : La poly-L-lysine pour la biosilicification : a) Structure chimique et b) Image MEB d’une
capsule hybride alginate/poly-L-lysine/SiQ!'""1

La gélatine, qui est gel physique issue de I’hydrolyse partielle du collagéne (Figure 1-30), a été
également trés étudiée dans le mécanisme de biosilicification!!'%®!1% En effet, la structuration de ces
chaines en réseau va diriger la formation de la silice et donc la taille et la morphologie des structures
obtenues. Ce biopolymere est une protéine constituée de chaines isolées de collagene, qui, a des
températures supérieures a celle de la dénaturation du collageéne natif, se comportent comme des
polymeéres en solution. Cependant, en dessous de cette température, les chaines s’associent pour former

une structure en triple hélice.

o o OH
NH ‘ NH
N | NHW N
H\\O 0] 0 N
o . NH/\O( |
WH Of// O’ 0]

UL’\"-NHI +
H,N
CHB 2 E{

NH.,

Figure I-30 : Structure chimique de la gélatine
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La mesure du dichroisme circulaire dans I’UV lointain, qui contient des informations sur la
structure secondaire des protéines, permet de mettre en évidence cette transition conformationnelle de
la gélatine!"'"! (Figure 1-31). En effet, lors du refroidissement de la solution de gélatine (c = 2 g/1), un
maximum se développe & 221 nm caractéristique d’une structure en triple hélice. Cette transition conduit
a la création d’un réseau tridimensionnel qui piége les molécules d’eau présentes. Le gel formé est un
gel physique, les triples hélices n’étant stabilisées que par des liaisons hydrogenes (liaisons faibles) qui

peuvent facilement étre rompues en augmentant la température.

5 > 2> s L ey L ' oo e ot S NS WIRE Do amy
0 -
— -5 F
o Pelote
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= -10 F 4
P
=
215¢ ]
w - e 5C
: e 12°C
20°C
25-F e 40°C 7
_30 A A L L A

180 190 200 210 220 230 240

Longueur d'onde (nm)

Figure I-31 : Spectres de dichroisme circulaire d’une solution de gélatine a 2 g/l enregistrés a différentes
températures!!!'!

Ce phénomeéne, réversible, peut étre utilisé pour 1’encapsulation/libération de médicaments. La
température de solubilité de la gélatine se situe autour de 37°C (pour la gélatine issue de la peau de
porc), ce qui est relativement bas pour ces applications. Cependant, ce parametre est modulable ; les
stabilités thermique et mécanique de la gélatine peuvent €tre améliorées griace a des agents de
réticulation tels que les silicates.

Cette synthése bio-inspirée a dans un premier temps été mise en ceuvre pour la formation de
silice sur des microparticules de gélatine!'®), Par la suite, le développement des méthodes de syntheése
pour laréduction de taille de ces particules de polymere, a permis la réalisation de nanocapsules hybrides
gélatine/silice!'1?!,

A ce jour, un systeme plus complexe du type Au@gélatine/silice a été reporté dans la littérature!!'?!,

mais la gélatine ne catalyse pas la formation de la couche de silice qui se fait via le procédé Stober

classique.
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IV. Toxicité des nanoparticules
1. Généralités

La connaissance de la toxicité potentielle ainsi que I’impact sur la santé des nanoparticules est
essentielle avant d’envisager des essais cliniques.

La fagon la plus commune d’étudier la biocompatibilité consiste a évaluer la toxicité des nanoparticules
in vitro, ¢’est-a-dire dans des milieux de cultures cellulaires.

Ces tests de viabilité évaluent la toxicité globale des nanoparticules en étudiant le nombre de cellules
qui survivent ainsi que la prolifération cellulaire apres exposition aux nanoparticules. La connaissance
de la dose de nanoparticules est essentielle ; de nombreux médicaments qui sont bénéfiques a faibles
doses sont toxiques a des doses élevées. Dans la littérature, les doses de nanoparticules utilisées varient
beaucoup et le nombre de cellules exposées aux nanoparticules a une concentration donnée n’est pas
toujours signalé!!?,

De par leurs dimensions, les nanoparticules peuvent interagir avec les cellules. Ces interactions
conduisent ou non a leur internalisation par différents processus et peuvent déclencher une réponse des
cellules in vitro traduisant divers degrés de toxicité.

En effet, lorsque les nanoparticules sont suffisamment petites et qu’elles posseédent des groupements de
surface adéquats, elles sont capables de traverser la membrane cellulaire directement par diffusion!!!¥,
Mais plus généralement, les nanoparticules sont internalisées par un mécanisme d’endocytose. Parmi
les différents mécanismes, 1’endocytose par voie clathrine est I'un des plus rencontrés. Cette
internalisation peut se faire par reconnaissance de récepteurs spécifiques ou non.

Lors du mécanisme d’endocytose, les nanoparticules viennent dans un premier temps s’adsorber sur la
membrane plasmique pour ensuite pénétrer dans le cytoplasme via I’invagination de la membrane et la
formation d’une vésicule (Figure 1-32). Cette vésicule fusionne ensuite avec un endosome et enfin le
matériel est recyclé, via la fusion des endosomes avec les lysosomes qui ont une action
dégradative!'>!", Dans le cas ot les nanoparticules ne peuvent étre digérées, la cellule devient exposée
a des doses importantes de nanoparticules et répond alors par les voies classiques des systemes de

défense.
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Endocytose par voie
clathrine

Vésicule
entourée de
clathrine

Endosome
précoce

Endosome
tardif

/;:y;\

Figure I-32 : Mécanisme d’endocytose d’une nanoparticule : exemple de la voie clathrine!''’!

L’exposition des cellules aux nanoparticules, qu’elles soient internalisées ou non, peut induire
un stress oxydant qui résulte de la sur-production extra ou intracellulaire d’especes réactives de
I’oxygene ce qui déclenche une réponse inflammatoire et peut endommager la membrane ou dans le pire
des cas conduire a I’apoptose (mort cellulaire programmée).

Le nombre de publications traitant de la compréhension des interactions entre différents types de
nanoparticules et de cellules en fonction de la taille, de la forme et de la chimie de surface des
nanomatériaux n’a cessé¢ d’augmenter ces dix derniéres années. Par exemple, des nanoparticules d’or
stabilisées par du citrate (13 nm de diametre) se sont avérées toxiques pour une lignée cellulaire de
carcinome humain de poumons et non toxiques pour une lignée cellulaire de carcinome humain du
foiel'!”l et ce a concentration identique. D’un autre c6té, Slowing et al.''®! ont montré I’influence de la
fonctionnalisation de surface de nanoparticules de silice mésoporeuse sur I’internalisation par des
cellules cancéreuses humaines (HeLa). Cette étude a montré que les nanoparticules chargées
positivement avaient tendance a €tre mieux internalisées du fait des interactions avec la membrane
plasmique chargée négativement. Ce résultat a également été mis en évidence avec des nanoparticules

d’or sur une autre lignée de cellule cancéreuse humaine (SK-BR-3)!1!,

Cependant, de maniere générale, il est difficile de tirer des conclusions simples de ces différentes études
a cause de la variabilité des parametres : les propriétés physiques et chimiques des particules, le type de

lignée cellulaire, les dosages ainsi que les analyses biochimiques utilisées.
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2. Evaluation de la cytotoxicité in vitro

L’une des méthodes permettant d’évaluer in vitro la cytotoxicité des nanoparticules est la
cytométrie de flux'?!, Cette technique permet de différencier ainsi que de quantifier les cellules vivantes
et les cellules mortes par le biais de marqueurs spécifiques.

Pour visualiser les nanoparticules et mesurer leur concentration dans les cellules, il existe
plusieurs méthodes. Les nanoparticules sont facilement distinguables des composés cellulaires par
microscopie électronique en transmission en particulier si elles sont constituées de métaux qui sont des

éléments riches en électrons (Figure 1-33).

Figure I-33 : Cliché MET de nanoparticules d’or de 100 nm de diametre piégées dans une vésicule de
cellule HeLal'?!!

Cependant, la préparation des échantillons ainsi que I’analyse sont généralement assez longues ce qui
limite quelque peu I’utilisation de cette technique en « routine ».

La plupart des nanomatériaux étant majoritairement constitués d’éléments qui ne sont pas
présents dans les cellules, il est possible de les quantifier. L’ICP-AES ou I’'ICP-MS permet, de maniere
quantitative, d’analyser les nanoparticules dans les cellules (par digestion des cellules) ou restant dans
le milieu de culture. Cette technique posseéde une grande spécificité ainsi qu’une limite de détection tres
basse qui en font un excellent outil pour I’analyse quantitative. Néanmoins, elle ne permet pas d’évaluer
I’internalisation de nanoparticules carbonées (polyméres ou nanotube de carbone) pour lesquelles il est
impossible de différencier le carbone des cellules de celui des nanoparticules. Enfin, cette technique
souffre également d’un manque d’information concernant la localisation puisqu’il est difficile de
distinguer les nanoparticules adsorbées a la surface des cellules de celles internalisées par les
cellules!'!,

La spectroscopie de fluorescence peut étre également utilisée a la fois pour 1’analyse quantitative
mais aussi pour la localisation dans les cellules. Ainsi, lorsque les nanoparticules ne possedent pas de
propriétés de fluorescence intrinseques, il est nécessaire de les fonctionnaliser avec des traceurs

fluorescents tels que I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) ou le Red Texas. Néanmoins, ces
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fluorophores peuvent altérer les propriétés physico-chimiques des nanoparticules mais également

impacter la cytotoxicité!'?),

V. Propos sur l’analyse des nanoparticules

Il était opportun de clore cette revue bibliographique par quelques considérations autour de
I’analyse des matériaux nanostructurés qui n’est pas triviale. Ce paragraphe permet, entre autres, de
sensibiliser le lecteur sur ’originalité d’une description de la surface des nanoparticules qui est
pratiquement application-dépendante. Un état de 1’art des moyens de caractérisation dans le domaine
des nanosciences aurait été bien exhaustif et un premier apercu nous a semblé plus judicieux ici avant
de développer les procédures analytiques par ailleurs dans la suite du manuscrit, leurs limitations ainsi

que les effets induits par le sous-dimensionnement des systemes étudiés.

Malgré le développement de moyens toujours plus sensibles a la dimension nanométrique, il est reconnu
que I’information rapportée au sujet des nanomatériaux est souvent incompléte et/ou inadéquate!!'?,
chaque champ disciplinaire d’application ne connaissant effectivement pas la méme rigueur
d’investigation.

Un nombre important de challenges sur le plan de leur caractérisation reste encore a relever ; ces défis
purement technologiques ou bien cette maitrise a acquérir dans la manipulation des objets peuvent
potentiellement retarder et méme inhiber leur essor ainsi que celui des nanotechnologies attenantes!'?*!,
Une caractérisation incomplete et le manque de données factuelles pour reproduire et valider les
découvertes impliquant les nanomatériaux ralentissent en effet la perception a long terme de durée de
vie des produits, et des questions qui relevent des préoccupations et de la santé publique par exemple.
Aujourd’hui, il est largement admis qu’avec la taille d’une particule qui diminue jusqu’a 1’échelle du
nanometre (et avec I’augmentation du rapport nombre d’atomes de surface/nombre d’atomes en volume,
Figure 1-34), il existe une variété de raisons, incluant les effets de confinement quantique, qui entrainent
une différence notable entre les propriétés physiques et chimiques de celles du matériau massif.

La fraction significative d’atomes de surface ou de molécules associées aux surfaces et interfaces,
augmente par ailleurs I’impact d’impuretés de surface, d’enrichissement ou d’appauvrissement de
surface ou encore de contamination de surface!'**! sur les propriétés des nanoparticules et complique les

mesures précises.

Pour cette raison, les phénomenes aux surfaces et interfaces doivent étre intégrés dans la réflexion
globale analytique afin de mettre en lumiere le role des atomes de surface ou des motifs fonctionnels
greffés.

Cette prise de conscience pour I’étude de nanocatalyseurs supportés par exemple est une réussite totale,
avec I’examen de plus en plus systématique de la nanostructuration de surface ; a l’inverse, ces

opérations restent virtuellement non entreprises pour décrire des nanoparticules non supportées dans le
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domaine du biomédical et de la santé. Karatoki et al!'® souligne a cet effet tout le potentiel
extraordinaire de la chimie de surface des nanoparticules qui pourrait étre associé a la réflexion menée

autour de la toxicologie largement encore sous-estimé.

80 @< 2 nm (env. 300 atomes) i
] + 50 % d’'atomes en surface

20] I

Proportion d'atomes en surface (en %)

(e =
0 1000

T T T

— —
2000 3000 4000
Nombre total d’atomes

Figure 1-34 : Evolution de la proportion d’atomes de surface en fonction du nombre total d’atomes

Les méthodes microscopiques qui permettent la visualisation de nanostructures sur des substrats ont été
les éléments moteurs du développement des nanotechnologies et sont aujourd’hui toujours aussi
sollicitées. Cependant, dans cette quéte a la description la plus compléte soit-elle des nanoparticules, le
comité international ISO TC201 d’analyse de chimie de surface a listé récemment les besoins de

caractérisation pour les nanomatériaux!!2%),

Il apparait clairement que deux aspects essentiels des
propriétés des nanoparticules ne sont effectivement pas bien appréciés :

- I’importance de la composition et ordre chimique de surface qui influencent directement leurs

performances et propriétés ;

- leur dynamique dans un milieu donné.
Les criteres pour une évaluation adéquate des nanoparticules qui ont été préconisés mettent en avant la
chimie de surface et par la méme la détermination de la contamination de surface, 1’état chimique des
¢léments constitutifs, 1’enrichissement des especes a la surface ou aux interfaces et la connaissance
précise de la fonctionnalisation de surface.
De facon synthétique, sont reportés dans le Tableau I-1 les différents types d’informations (topographie,
composition élémentaire, état chimique et/ou moléculaire, structure) obtenus sur les nanomatériaux et
les spécificités des techniques de surface les plus couramment employées a I’heure actuelle!!?7-128!
(Spectroscopies électroniques (XPS, AES)), les méthodes complémentaires basées sur des processus

ioniques (ex : TOF-SIMS) et les microscopies a champ proche (AFM et STM).

Dans les chapitres suivants de ce travail de theése, nous adopterons volontairement une approche

analytique globale des nanomatériaux synthétisés en combinant :
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- ladescription et le controle structural par le biais de la microscopie électronique (MEB, MET),
- avec I’information chimique de surface obtenue par les spectroscopies d’électrons.
Cette dualité offre, en effet, davantage de relief a la perception d’objets dynamiques qui interagissent

avec leur environnement, et qui sont des fois tout a fait surprenants.
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Caractéristiques des méthodes d’analyse de surface usuelles et les types d’information

Tableau I-1

bles pour les nanomatériaux!*!
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INTRODUCTION

Ce chapitre s’intéresse a 1’¢laboration et la caractérisation de nanoparticules d’or sphériques creuses
(« nanoshells ») qui seront par la suite considérées comme le coeur de nanosystémes cceur-coquille Au@SiOs.
L’objectif de ce travail préliminaire est de synthétiser des nanoparticules métalliques avec une morphologie
contrdlée et une surface homogene pour la construction ultérieure d’une coquille inorganique et de s’assurer des
propriétés optiques adaptées a la fenétre biologique en vue d’une utilisation potentielle en tant qu’agent

photothermique.

Comme nous I’avons vu dans le chapitre bibliographique, la synthése de nanoshells d’or et plus
généralement la synthése de nanoparticules creuses, a fait I’objet d’un grand intérét en raison de leurs propriétés
optiques et photothermiques. En particulier, le groupe de Xia a développé une méthode de synthese originale
basée sur une réaction de remplacement galvanique conduisant a des nanostructures creuses et caractérisées par
une surface relativement homogene!!!. Cette méthode a, par la suite, été largement utilisée et ces différentes
études ont montrées que les conditions et les parametres de syntheses mis en jeu tels que la température ou la
nature du sel métallique, ont un impact sur le mécanisme de formation et donc sur la morphologie, la structure,

la composition chimique ainsi que sur les propriétés des nanoparticules.

Pour ce travail de thése, le procédé de remplacement galvanique a été amorcé sur la base de
nanoparticules d’argent gabarits préalablement synthétisées. L’influence de plusieurs paramétres de synthése
sur la morphologie, la structure et 1’état de surface des nanoparticules d’or a ét€ évaluée. Dans les conditions de
synthése optimisées, nous avons ensuite abordé 1’étude des propriétés optiques des nanoparticules métalliques
induites par la résonance plasmon de surface, que nous avons modulées a la gamme du visible-proche
infrarouge.

La description approfondie de la nature chimique de ces systemes étant nécessaire pour la compréhension des
mécanismes mis en jeu dans la synthese, nous avons systématiquement caractérisé les nanoparticules par le biais
de techniques d’analyse de surface. La spectroscopie photoélectronique a rayonnement X a dans un premier
temps été utilisée pour décrire les nanoparticules aux différentes étapes du processus de remplacement
galvanique. L’interprétation de I’ensemble des spectres XPS obtenus s’est appuyée essentiellement sur une base
de données construite a partir de 1’analyse de composés de référence. L’étude quantitative complete, qui
nécessite 1’analyse haute résolution de I’ensemble des éléments chimiques d’un composé, a été
automatiquement réalisée, mais n’est pas toujours reportée dans le corps du texte afin de faciliter la lecture du
document. Par la suite, la coupe des nanoparticules couplée a I’analyse par spectroscopie d’électrons Auger de
la tranche des nano-objets ont été effectuées. Ces expérimentations spécifiques ont été envisagées afin de sonder
I’ordre chimique interne des nanoshells et de mieux appréhender la mécanistique de 1’élaboration de ces

nanostructures. Une présentation synthétique des deux techniques d’analyse de surface utilisées dans ce travail
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ainsi que les conditions expérimentales sont présentées. Pour I’XPS, nous présentons également quelques

spécificités qui sont propres a I’analyse de nanoparticules.

I. Méthode de rcmplaccmcnt galvaniquc pour la synthésc des nanoparticulcs

Dans cette premiere partie, nous détaillerons les différents modes opératoires conduisant a la réalisation
de ces nanoparticules. Nous présenterons également les principales caractérisations morphologiques réalisées a

chaque étape d’¢élaboration du matériau.

De par leur spécificité structurale (nanoparticules creuses), la synthése des nanoshells d’or nécessite 1’utilisation
de nanoparticules gabarits. Nous avons choisi d’utiliser des nanoparticules d’argent qui vont donc jouer le role
de support pour une réaction d’oxydoréduction. Cette méthode de préparation originale est simple a mettre en

ceuvre et conduit a des nanostructures creuses bien définies.

1. Les nanoparticules d’argent gabarits

La synthese des nanoparticules d’argent sphériques peut étre mise en ceuvre par différentes procédures
de synthése chimiques mais également en utilisant des méthodes de synthese alternatives comme la
photochimie!?, 1a radiolyse!¥, la sonochimie™ et encore les méthodes assistées par micro-ondes!. Cependant,
la méthode la plus simple a mettre en place est la réduction chimique d’un sel métallique en solution. Elle
implique I’utilisation de trois agents essentiels : un sel métallique, un agent réducteur et un agent stabilisant. Par
ce biais, la synthese des nanoparticules peut étre réalisée selon un procédé en une seule étape dit de « nucléation-
croissance » ou alors selon un modele de « croissance ensemencée ».

Dans le cas de la synthése en une seule étape, la taille des nanoparticules peut étre contrdlée précisément par la
modulation du ratio molaire précurseur métallique : agent réducteur. Dans le cas de la méthode de « croissance
ensemencée », les étapes de nucléation et de croissance sont dissociées, le contrdle de la taille se faisant cette
fois-ci par la variation du ratio concentration en germe : concentration du précurseur métallique durant 1’étape
de croissance. Cette deuxiéme approche permet généralement d’obtenir des nano-objets mieux calibrés en taille

mais nécessite une synthése en deux étapes!®’!,

Parmi les méthodes chimiques conventionnelles en milieu organique, la plus courante est la méthode dite
«polyol »®! réalisée 2 haute température, dans laquelle I’éthyléne glycol utilisé est le réducteur et le
polyvinylpyrrolidone (PVP) I’agent stabilisant. En milieu aqueux, la synthese la plus largement utilisée est

inspirée de la méthode « Turkevich »® qui met en jeu le citrate en tant que stabilisant et réducteur.

a. Laréduction par le tri-citrate de sodium (méthode Turkevich)

En 1951, Turkevich et al."! ont réalisé la premiére synthése de nanoparticules d’or sphériques en milieu
aqueux utilisant la réduction de I’acide chloroaurique par le tri-citrate de sodium a haute température. Les

nanoparticules obtenues étaient sphériques et possédaient une distribution en taille étroite avec un diametre
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moyen de 20 nm. Plus tard, cette méthode a été mise en ceuvre pour la synthése de nanoparticules d’argent!!?!,
Alors qu’elle permet la synthése de nanoparticules d’or sphériques et monodisperses, la méme méthode, dans
le cas de ’argent, rend le contrdle de la taille et de la forme plus délicat du fait de la réactivité de 1’argent plus
importante.

L’originalité de la méthode Turkevich réside dans le double rdle des ions citrate qui jouent a la fois le role
d’agents réducteur et stabilisant. Le citrate étant un réducteur faible, la réaction d’oxydo-réduction nécessite

d’étre réalisée a température €levée. Des lors, les ions Ag* et le citrate réagissent en solution selon 1’équation

suivante :
+ +
o o Na o o Na
RN
HO
2 Ag* + Na' o 0 2Ag° 4+ O + O0=C=0 + Na + H
Na® :
o]
@] O'
Na®
0
Tri-citrate de sodium Acétone dicarboxylate

Figure II-1 : Réduction des ions Ag* par le citrate

Cette réaction conduit a la formation d’argent métal et d’acétone dicarboxylate (produit d’oxydation du citrate)

qui se décompose ensuite en ion acétoacétate!!l.

L’ion citrate assure également la stabilisation en solution des nanoparticules formées. Une étude en diffusion
Raman exaltée de surface (Surface-Enhanced Raman Scattering SERS) menée par Munro et al.'!! a permis de
proposer un premier modele d’interaction qui stipule que les ions citrate interagissent par le biais d’un
groupement carboxylate terminal et d’un groupement carboxylate tertiaire. Cette configuration laisse finalement
libre un des groupements carboxylates, ce qui stabilise les particules de facon électrostatique (Figure II-2). Les
produits d’oxydation du citrate peuvent également s’adsorber a la surface des nanoparticules et jouer un role

dans le processus de croissance.

Figure II-2 : Modéle d’interaction et d’orientation du citrate a la surface des nanoparticules d’argent proposé par
Munro et al.'!}
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Les deux mécanismes les plus communément invoqués pour décrire la croissance des nanoparticules sont le
mécanisme classique de nucléation-croissance (modele de LaMer!'?) et le mlrissement d’Ostwald. Dans le
modele de LaMer, la croissance est initiée par la formation de germes (n Ag* + ne” > n Ag’ > Ag,0) et se
poursuit par la réduction du précurseur a la surface des germes préformés (Ag.’ + Ag" + e > Agn”). Le
mirissement d’Ostwald intervient lorsqu’il existe une distribution en taille des nanoparticules pour laquelle les
plus grosses particules croient au dépens des petites (transport de matiere). Le mécanisme de croissance par
agrégation, dans lequel les nanoparticules peuvent s’agréger et coalescer peut également se produire dans le cas
ol la stabilisation des nanoparticules est insuffisante (mAg,’ > Agym°)!!3!4

L’ensemble de ces processus ont lieu en parallele et dépendent de nombreux parametres de syntheses
(concentration des réactifs, pH, ...) et donc la description de la formation de nanoparticules d’argent est

relativement complexe.

De plus, outre son rdle de réducteur et stabilisant, le citrate est aussi un agent complexant fort'®>!*!, Il complexe
a la fois les ions Ag* mais également les différents clusters intermédiaires (comme Ag* ou Ags**) selon les

équations générales de complexation (1) et (2) :
x Ag* + citrate”’™ - (Ag,citrate)? " qrec1 <y <3etl<x<y €))

AgZ*t + citrate”™ — (Agycitrate)Y " aqvec1<z<y 2)

Le mécanisme de complexation dépend donc de 1’état de protonation du citrate et par conséquent du pH du
milieu (pKa citrate : 3,1, 4,8 et 6,4). De maniére générale, la complexation des ions Ag* diminue la cinétique
de réduction et a donc une influence sur la taille des nanoparticules. Elle affecte également la morphologie des
nanoparticules ; les clusters complexés peuvent croitre par coalescence dans le cas ou la charge est insuffisante
pour assurer leur stabilisation.

Des travaux récents ont également montré que dans certaines conditions, le citrate pouvait s’adsorber

préférentiellement sur certaines faces, favorisant alors une croissance anisotrope!®.

Finalement, les conditions de réaction et en particulier le ratio molaire Ag" : citrate, ont une influence directe

sur la taille et sur la forme des nanoparticules.

[10]

Dans ce travail, nous nous sommes appuyés sur le mode opératoire de Lee et Meisel"”' qui s’inspire de la

méthode Turkevich et met en jeu des quantités molaires en argent et citrate quasiment équivalente.

Mode opératoire : 250 ml d’une solution aqueuse de AgNO; (5.10"* mol) sont chauffés sous vive

agitation jusqu’a 100°C. Lorsque [’ébullition commence, 12 ml d’une solution de citrate a 1% (en masse)
(4,4.10 % mol) sont ajoutés. Apres une heure de réaction a 100°C sous agitation, la solution est plongée dans

un bain d’eau froide pour stopper la réaction.
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La réduction des ions Ag* se traduit par une coloration jaune-orange quelques minutes aprés 1’ajout du réducteur
dans la solution d’AgNOs incolore (Figure 1I-3). Sous I’effet du champ électromagnétique (la lumiere), les
électrons de conduction de la nanoparticule oscillent de maniere collective a la surface. Lorsque la fréquence
de I’onde incidente est équivalente a celle d’oscillation des électrons, le systeéme entre en résonance ce qui induit
une exaltation du champ électrique a 1’origine de 1’absorption de certaines longueurs d’onde dans le domaine
du visible pour 1’argent ; c’est le phénomeéne de résonance plasmon de surface. Au début de la réaction, la
solution est totalement translucide ce qui signifie que 1’absorption est la contribution qui domine 1’extinction.
Au fur et a mesure de la réaction, la coloration de la solution évolue mettant ainsi en évidence une relation
directe entre la fréquence de résonance plasmon, la taille et la forme des nanoparticules. De plus, la turbidité de

la solution s’intensifie, la diffusion devenant la contribution prépondérante.

2 min 4 min 6 min 10min 15min  30min 60 min

Figure II-3 : Photographie de I’évolution au cours du temps de la couleur du milieu réactionnel apreés ajout du
citrate (t = 0 min)

Figure II-4 : Clichés MEB des nanoparticules d’argent obtenues a différents temps de réaction
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Apres 6 minutes de réaction, les nanoparticules sont facilement observables par MEB (Figure 11-4). Les clichés
révelent une majorité de nanoparticules quasi-sphériques caractérisées par un diametre moyen de (55 = 10) nm
(diamétre évalué a I’aide du logiciel Image J© sur la base d’environ 150 nanoparticules). L’étape de nucléation
des nano-objets est donc relativement rapide. Nous pouvons également observer la présence de quelques
nanoparticules anisotropes (batonnets et pyramides). Au cours de la réaction, la distribution en taille et en forme
s’¢largit, la cinétique de réduction étant ralentie au fur et a mesure de la consommation du citrate. Finalement
apres 60 minutes, le diametre moyen des nanoparticules sphériques est de (95 + 15) nm. A noter également
qu’en fin de réaction, le pH de la suspension est de 8,1 ; la déprotonation du citrate est donc complete ce qui

favorise la stabilité des objets en suspension.

La caractérisation par microscopie électronique en transmission (MET) (réalisée sur le site d’Arkema a Lacq)

(Figure II-5) met également en évidence la polycristallinité des nano-objets obtenus.

*®

' 200 nm

Figure II-5 : Image MET des nanoparticules d’argent a t = 60 min

Les nanoparticules d’argent étant caractérisées par une résonance plasmon directement reliée a la taille et a la

forme des nanoparticules, des analyses en spectroscopie UV-visible ont été effectuées (Figure I1-6).

N

0.8

0.6

Extinction

0.4

0.2
]

[] T T T T T T T T T 1
300 350 400 450 &A00 550 600 650 700 750 800

Longueur d'onde (nm)

Figure II-6 : Evolution des spectres UV-visible des nanoparticules d’argent au cours de la synthése
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Chaque courbe correspond a un prélevement réalisé a un instant t d’une méme synthése. Les spectres ont été
normalisés par rapport au dernier prélévement et traduisent 1’évolution relative de 1’absorption du milieu

réactionnel au cours du temps.

La densité optique mesurée dépend de deux facteurs : la concentration en nanoparticules et la section efficace
d’extinction des nanoparticules. Evanoff et al.'”'8 ont pu montrer qu’il existait une relation quasi-linéaire, pour
des petites nanoparticules, entre la section efficace d’extinction et le diamétre des nanoparticules. En effet, pour
des nanoparticules d’argent quasi-sphériques de diametre compris entre 10 et 50 nm, tous les électrons de
conduction du métal ressentent la méme phase du champ ¢électromagnétique incident conduisant a 1’excitation
de la résonance dipolaire. Lorsque la taille des nanoparticules augmente (au-dela de 50-60 nm), d’autres modes

d’ordres supérieurs peuvent étre excités du fait du retard de phase du champ dans la particule.

Dans notre cas, 1’évolution est principalement li€e a la croissance des nanoparticules. Néanmoins, la gamme de
fréquence d’extinction des nanoparticules est d’autant plus grande que le temps de croissance est important. En
effet, plus la taille des nanoparticules augmente et plus elles vont diffuser la lumiere. De plus, la largeur des
pics relativement importante traduit également une certaine dispersité en taille et en forme des nanoparticules
(mise en évidence par microscopie) ce qui complique I’attribution.

Le maximum du spectre d’extinction apparait tout d’abord a 437 nm (t = 6 min) (repéré en bleu sur le spectre
de la Figure II-6) et correspond a la composante dipolaire de la résonance plasmon des nanoparticules d’argent.
Lorsque la taille des particules augmente, cette résonance s’intensifie et se déplace vers les grandes longueurs
d’onde. Quand les nanoparticules atteignent une taille voisine de 100 nm en fin de réaction, la fréquence de
résonance se situe a 465 nm en accord avec les données de la littérature pour des objets de taille similaire!®!7],
Au cours de la croissance, un deuxiéme pic d’extinction se développe a plus basse longueur d’onde (repéré en
rouge sur le spectre) et peut étre associé au mode quadrupolaire de la résonance plasmon des nanosphéres
d’argent. A la fin de la réaction, ce mode, repéré a 416 nm, domine le spectre d’extinction. Ce résultat, en accord

avec les calculs théoriques électrodynamiques réalisés par Kelly et al.!'*!, est caractéristique de nanoparticules

sphériques de diametre supérieur a 80 nm.

En plus de ces deux modes d’excitation de la résonance plasmon, les spectres d’extinction révélent trois
caractéristiques supplémentaires : un minimum a 320 nm qui résulte d’une transition intrabande du métal qui
amortit les oscillations plasmoniques dans cette région spectrale et deux épaulements a 350 nm et 380 nm.
L’épaulement a 350 nm, dont la nature exacte n’est pas encore bien déterminée, fait partie de la résonance
plasmon et sa présence est prédit par les calculs théoriques s’appuyant sur le formalisme de Mie!*®. L’autre
épaulement, relativement faible, localisé a 380 nm est le résultat d’un mode d’ordre supérieur de la résonance
plasmon et/ou la contribution du mode transverse de nanoparticules de formes allongées présentes dans la
suspension!!”!. En effet, les particules anisotropes mises en évidence sur les images MEB et MET participent

également a la résonance plasmon observée.
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Finalement, des nanoparticules sphériques d’argent d’environ 100 nm de diametre ont été€ obtenues par une
approche en une seule étape utilisant le citrate comme agent réducteur et stabilisant. Ces objets sont relativement

monodisperses en taille et une faible proportion d’objets anisotropes est également observable par microscopie.

2. Les nanoshells d’or

Comme nous I’avons vu dans le premier chapitre biliographique, les différentes méthodes d’élaboration des
nanoshells d’or, qui mettent en jeu des nanoparticules d’argent gabarits, se différencient essentiellement par la
température de réaction et la nature du précurseur d’or. Nous avons donc décidé d’évaluer 1’influence de ces

deux parametres sur la morphologie finale et plus précisément sur 1’état de surface des nanoshells d’or.

a. Optimisation de I’état de surface des nanoshells

Dans cette partie, les nanoparticules d’argent gabarits et le sel d’or ont ét¢ mélangés en quantité
steechiométrique, en accord avec les modes opératoires classiquement proposés dans la littérature. La

modulation de certains parametres de synthese nous a permis de considérer trois approches différentes.

Mode opératoire : Globalement, la synthése consiste a ajouter goutte a goutte la solution de précurseur

d’or notée solution A a la suspension de nanoparticules d’argent notée solution B (n=1,4.10 mol) a une
température T. La suspension de nanoparticules est conservée sous agitation pendant plusieurs heures.

Pour les syntheses n°l et 2, le sel d’or utilisé est une solution aqueuse d’acide chloroaurique HAuClsa 0,2%
(pH = 2,9).

La synthese n°l est conduite a température ambiante (25°C). Dans le cas de la synthese n°2, la réaction étant
réalisée a 100 °C (Tableau II-1), les solutions A et B sont préalablement portées a 100°C. Apres l’ajout du sel
d’or a la solution de nanoparticules d’argent, la solution est conservée a 100°C quelques minutes jusqu’a ce
que la couleur de la solution n’évolue plus.

Pour la synthese n°3, la solution d’acide chloroaurique est modifiée par I’ajout de quelques gouttes d’une
solution d’hydroxyde de sodium a 2 mol/l jusqu’a ce que le pH soit environ égal a 5 (n(NaOH) = 2,2.10™ mol
pour 15 ml d’HAuCly a 0,2 %). Cet ajout conduit a la formation de complexes du type HAuCls<OH,. Pour
préparer la solution A, il suffit de prélever 0,938 ml (n = 4,7.10° mol) de la solution de précurseur d’or
considérée (Tableau 1I-1) et de compléter avec de [’eau distillée jusqu’a V = 7,5 ml. Cette synthése a également
nécessite ’'ajout d’un nouvel agent stabilisant a la suspension de nanoparticules d’argent : le poly-

(vinylpyrrolidone) (PVP).
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Tableau II-1 : Récapitulatif des protocoles de synthéses des nanoshells d’or pour ’optimisation de l1a morphologie

Synthése ~ Température Composition solution A Composition solution B
de réaction (°C)

n°l 25 0,938 ml HAuCl4 (0,2%, pH =2,9) + 7,5 ml d’une suspension
6,5 ml H,O de NPs d’Ag

n°2 100 0,938 ml HAuCl4 (0,2%, pH =2,9) + 7,5 ml d’une suspension
6,5 ml H,O de NPs d’Ag

n°3 25 0,938 ml HAuCl4.xOHx (0,2%, pH = 5)+ 7,5 ml d’une suspension de NPs
6,5 ml H,O d’Ag +2 ml PVP (1% (en masse))

i. Effet de la température de réaction

Le potentiel standard du couple AuCly /Au (0,99 V/ENH) étant supérieur a celui du couple Ag™/Ag (0,80
V/ENH), les nanoparticules d’argent peuvent étre oxydées en solution lors de I’ajout de la solution d’acide

chloroaurique selon la réaction (3) :
3A49s) + AuCly (qq) = Aui) + 3 Ag'*(aq) + 4 Cluq 3)

La température de réaction est un parametre clé dans 1’obtention de nanoshells avec une surface et des parois
homogenes. En effet, la réaction de remplacement galvanique conduit a la formation d’AgCl dont la constante
de solubilité est relativement faible en solution aqueuse a 20°C (= 1,8 x 101%)21, Ainsi, la formation de la
coquille d’or peut étre impactée par la précipitation simultanée d’ AgCl.

En effet, lorsque la réaction d’oxydoréduction est effectuée a température ambiante, les nanoparticules sont trés

agglomérées et présentent une surface non uniforme (Figure II-7).

Figure II-7 : Cliché MET des nanoshells synthétisées a 25°C (synthese n°1)
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Les analyses en microscopie Auger (SAM Scanning Auger Microscopy) indiquent que la rugosité surface se
compose principalement d’Au, d’Ag et de Cl (Figure II-8). La formation simultanée d’AgCl solide et d’Au

perturbe le dépdt des atomes d’or a la surface des gabarits d’argent.

Figure II-8 : Image MEB et cartographies Auger associées d’un agglomérat de nanoshells d’or synthétisées
a 25 °C (synthese n°1) - Superposition en couleurs RGB des éléments Cl (rouge), Au (vert) et Ag (bleu)

Pour cette raison, la réaction s’effectue généralement a 100°C afin d’augmenter la constante de solubilité de
I’AgCl et éviter toute contamination de surface. De plus, une température plus importante permet d’augmenter
la diffusion des espéces et favoriserait ainsi la formation de I’alliage d’aprés Sun et Xia??. Lorsque la synthese
est réalisée a 100 °C, les clichés MEB (Figure II-9) révelent la formation de nanostructures creuses
individualisées. Cependant, nous pouvons remarquer que la surface de quelques nanoshells présente encore des
aspérités de surface (fleches blanches sur la Figure 11-9), pouvant étre associées a la précipitation d’AgCl a la

surface des nanoparticules.

Figure II-9 : Image MEB des nanoshells d’or synthétisées a 100°C
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ii. Effet de la nature du précurseur d’or

Vongsavat et al.'>* ont montré que le sel d’or du type Au(OH)s” (HAuCls, K>COs) permettait d’obtenir,
atempérature ambiante, des nanostructures partiellement creuses sans contamination de surface apparente. Nous

nous sommes donc intéressés a 1’influence de la nature du précurseur d’or sur la réaction.

La spéciation du précurseur d’or a été modifiée par addition de soude conduisant a la substitution des ions

chlorures par des ions hydroxydes en milieu aqueux selon la réaction :

HAuCl, + NaOH = [AuCl,_.(OH),]” +x Cl” + Na* + (1 —x)OH™ + H* (4)

Lors de I’ajout de soude, le complexe s’hydrolyse en plusieurs étapes selon le pH :

AuCly + OH™ = [AuCl;(OH)]™ + CI~ (5)
[AuCl;(OH)]™ + OH™ = [AuCl,(OH),]™ + CI~ (6)
[AuCl,(OH),]™ + OH™ = [AuCI(OH);]™ + CI~ 7

[AuCL(OH)3]™ + OH™ = [Au(OH),]” + CI~ (8)

Il est assez délicat de déterminer précisément la nature des différents complexes d’or présents en solution a
I’issue de I’ajout d’une solution d’hydroxyde de sodium. En effet, les différentes études menées sur la spéciation
du complexe d’or AuClys en fonction du pH sont difficilement comparables du fait des concentrations initiales
en sel d’or différentes. Murphy et al.'>* ont pu montrer par spectroscopie Raman que plus la concentration en
or est faible, plus I’hydrolyse a lieu a des pH bas. IIs ont également mis en évidence qu’a faible concentration
(< 0,001 M), la dilution du sel d’or HAuCl4 dans 1’eau conduit a la formation de I’espéce [AuCl3(OH)] selon

I’équilibre :
AuCl; + Hy0 = [AuClLy(OH)]™ + H* + Cl™ )
Huang et al.” ont également mis en évidence ce résultat par chromatographie en phase liquide.

Dans les différentes syntheses effectuées, la concentration initiale de la solution d’or utilisée pour la réalisation
de la solution A est égale a4 6,25.10* mol/l ce qui signifie que dans le cas de la réaction ou le sel d’or n’a pas été
modifié (syntheses 1 et 2), ce n’est pas ’espeéce AuCls™ qui réagit mais le complexe [AuCls(OH)]". La réaction

s’écrit donc :

3 Ag(s) + [AuCls(OH)]Goq) = 3 Ag* o) + Algs) + 3Cl gy + OH (g (10)
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Lors de la modification de la spéciation de ce complexe pour la réalisation de la synthese n°3, la substitution
d’ions chlorures par des ions hydroxydes dans le complexe se traduit par la décoloration de la solution d’acide

chloroaurique (jaune) au fur et & mesure de I’ajout de soude (Figure II-10).

Figure I1I-10 : Photographies des solutions d’or de concentration 6,35.10% M : a) pH =29 etb) pH=5
Cette substitution d’ions chlorures par des ions hydroxydes entralne une diminution du potentiel
d’oxydoréduction et par conséquent une diminution de la réactivité du complexe. La réaction mise en jeu dans
la synthese n°3 est par conséquent plus lente.

Néanmoins, la modification de la spéciation du complexe d’or conduit, comme le montre les images MET

(Figure II-11), a la formation de nanoshells d’or relativement creuse et sans aucune rugosité de surface.

Figure I1-11 : Cliché MET des nanoshells synthétisées a partir du précurseur HAuClsxOHx (pH = 5, synthese n°3)

En effet, la comparaison avec le cliché MET des nanoshells synthétisées a partir d’HAuCly (synthese n°1, Figure

II-7) permet d’affirmer que la surface est mieux définie et donc de proposer qu’elle n’est pas contaminée par

I’ AgCl.
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Cette hypothese est confirmée par les cartographies chimiques enregistrées en SAM (Figure 1I-12) qui mettent
en évidence une surface constituée exclusivement d’argent et d’or. Par conséquent la modification de la
spéciation du précurseur d’or a une influence importante sur la non-précipitation d’AgCl a la surface des

nanoshells.

Figure II-12 : Image MEB et cartographies Auger associées d’un agglomérat de nanoshells d’or synthétisées avec
le précurseur HAuCls.xOHx (pH = 5) (synthese n°3) - Superposition en couleurs RGB des éléments Cl (rouge), Au
(vert) et Ag (bleu)

Vongsavat et al.**! avaient déja pu remarquer que le pH de la solution jouait un role important dans le controle
de la morphologie des nanoparticules mais sans comprendre réellement le mécanisme. Une seule étude concerne
I’influence du pH sur la réaction de remplacement galvanique, ou les auteurs justifient la non-précipitation
d’AgCl (a la surface ou dans le milieu) par un excés d’ions chlorures en solution conduisant a la formation de

I’espéce AgCly soluble dans le milieu (AgClsy + 3 Clag) =2 AgCla g ?®).

Dans notre cas, plusieurs heures apres la réaction, un dép6t blanc solide correspondant a de 1’ AgCl est visible
au fond du contenant. Afin d’expliquer pourquoi la modification du sel d’or prévient la précipitation d’AgCl a
la surface des nanoshells, nous pouvons proposer I’hypothése que le potentiel d’oxydo-reduction des complexes
d’or en solution étant plus faible, la réaction est beaucoup plus lente et donc la formation d’AgCl également, ce

qui prévient sa précipitation a la surface des nanoshells.

Par ailleurs, cette synthése n°3 a nécessité [’utilisation d’un nouvel agent stabilisant polymérique : le
polyvinylpyrrolidone (PVP). Sa présence a la surface des nanoparticules doit également minimiser la

précipitation d’AgCl a la surface.
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Aprés avoir optimisé 1’état de surface des nanoshells d’or, essentiel pour la formation de la coquille de silice,
nous nous sommes intéressés a la modulation des propriétés optiques des nanoparticules, directement

dépendante de la morphologie.

b. Modulation des propriétés optiques

Sun et al.** ont montré que la réaction galvanique met en jeu deux processus : 1’ « alloying » et le

« dealloying » qui dictent la morphologie des nanoparticules formées et donc leurs propriétés optiques.

Le controle de la réaction se fait directement par la quantité de sel d’or qui réagit avec les nanoparticules
d’argent. Pour cela, nous avons décidé de faire varier également le volume de sel d’or ajouté dans la
syntheése n°3.

Mode opératoire : La synthése consiste a ajouter goutte a goutte la solution de précurseur d’or notée

solution A a la suspension de nanoparticules d’argent notée solution B.

Pour préparer la solution A, il suffit de prélever x ml (selon la concentration désirée) de la solution de
précurseur d’or HAuCly.,OH, (~0,2 %, pH = 5) et de compléter avec de I’eau distillée jusqu’a V = 7,5 ml
(Tableau I11-2).

Pour la solution B, 7,5 ml de la suspension de NPs d’argent (n = 1,4.10” mol) sont soniqués quelques minutes
avec 2 ml d’une solution de PVP (1%) Apreés [’ajout de A dans B, la suspension de nanoparticules est maintenue

sous agitation pendant plusieurs heures.

Tableau II-2 : Récapitulatif des synthéses notées NS(X), X désignant le ratio molaire Ag/Au, pour la modulation
des propriétés optiques

Volume solution HAuClsxOHx  Rapport molaire

Indexation (~0,2 %, pH = 5) (ml) NAg/MAu
NS (8) 0,351 8
NS (5) 0,562 5
NS (3) 0,938 3
NS (1) 2,813 1

Dans un premier temps, la microscopie électronique a balayage et la microscopie électronique en transmission
nous ont permis de suivre les évolutions morphologiques et structurales a différents stades de la réaction de
remplacement galvanique. La Figure II-13 présente les clichés MEB et MET des gabarits d’argent ayant réagi

avec différents volumes de précurseur d’or.
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Figure II-13 : Images de microscopie électronique (MET, MEB) des nanoshells NS(8) (a, e), NS(5) (b, f),
NS(@3) (¢, g) et NS(1) (d, h)

Quel que soit le volume de précurseur d’or ajouté, la structure creuse des nanoshells se différencie de la structure
dense des nanoparticules d’argent et le phénomene augmente avec le ratio molaire Ag/Au qui diminue. Pour un
rapport Ag/Au de 8, le cceur des nanoparticules est constitué de petites cavités (comme indiqué sur Figure II-13.a
par les fleches) indiquant le début de 1’oxydation de 1’argent caractérisée par 1’érosion des nanoparticules
gabarits. L’épaisseur des murs est d’environ (8 £ 5) nm. Au cours de I’érosion, les vides sont mieux définis en
particulier pour les rapports Ag/Au de 5 et 3 (Figure 1I-13.b, c¢). Dans ces deux cas, 1’épaisseur de la coquille
est estimée a (12 + 5) nm. Lorsque la concentration en or devient trop importante (cas de la synthése NS(1)),
plusieurs trous relativement larges sont observés (Figure 1I-13.d, h) sur les nanoparticules qui rendent compte
d’une déstructuration de la coquille métallique.

Les clichés MEB mettent également en évidence la formation de petits trous a la surface des nanoparticules
(repérés par les fleches rouges sur les Figure II-13.e-g) en accord avec d’autres travaux de la littérature 2223,

Cependant, ces trous formés lors du processus de remplacement galvanique peuvent correspondre a deux

phénomenes.

D’une part, Sun et al.'*? et Vongsavat et al.'**! s’accordent pour suggérer qu’au début du processus, un petit trou
se forme a la surface de chaque nanoparticule et constitue le seul site de réaction mais également de diffusion
des especes oxydées (Ag*) puisque I’or se dépose a la surface des gabarits. Au cours de la réaction, la taille de
ce trou augmente et dans un méme temps les nanoparticules se creusent. Lorsque la concentration en or devient
plus importante, le vide au cceur des nanoparticules atteint sa taille maximale et chaque trou a la surface est
comblé conduisant a la formation d’une nanostructure avec des murs uniformes et homogeénes.

D’autre part, selon Sun et Xia??, tout au long de la réaction d’oxydo-réduction il se forme également de maniére

concomitante un alliage Ag-Au (température de synthése de 100°C). Par la suite, lors de 1’étape du

71



CHAPITRE II

« dealloying » (corrosion sélective), de nombreuses vacances se créent qui lorsque la concentration en or devient
trop importante coalescent générant des petits trous a la surface des nanoparticules. La taille de ces trous
augmente peu 2 peu pour finalement conduire 2 la fragmentation des nanoshells??.

Finalement ces trous apparaissent soit au début de la réaction, soit lors du « dealloying » si initialement il y a

formation de 1’alliage.

Dans les travaux de Vongsavat et al.'** les nanoshells sont synthétisées A température ambiante en utilisant le
complexe Au(OH)s comme précurseur d’or. Leur synthese conduit a la formation de nanoparticules
partiellement creuses, méme pour des quantités d’or importante. En effet, des analyses EDX ont mis en évidence
qu’au-dela d’un certain volume d’or, le rapport élémentaire Ag/Au n’évolue plus. Dans ces conditions, lorsque
le trou généré au début de la réaction disparait du fait de la croissance du dépdt d’or, la réaction s’arréte.
Implicitement cela signifie donc qu’il n’y a plus d’argent disponible pour la réaction d’oxydo-réduction et donc

que les nanostructures ne sont pas constituées d’un alliage.

Dans notre cas, d’apres les images MET, il semblerait que les nanostructures formées a I’issue de la synthése
NS(5) posseédent des murs uniformes ainsi qu’un cceur relativement creux (Figure 1I-13-b). Au-dela, des trous
sont visibles et tendent a s’¢largir lorsque la quantité¢ d’or augmente ce qui est donc caractéristique d’un
mécanisme de « dealloying ». Par conséquent, les conditions mises en jeu semblent conduire a la formation d’un

alliage.

La réaction de remplacement galvanique peut étre également suivie par Spectrophotométrie UV -visible, la
fréquence plasmon des nanoparticules étant directement reliée a leur morphologie. Les spectres enregistrés

sont présentés dans la Figure 11-14.
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Figure I1-14 : Spectres UV-visible des nanoparticules d’argent et des nanoshells synthétisées
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Comme discuté précédemment, le mode dipolaire de la résonance plasmon des nanoparticules d’argent est
localisé a 465 nm. Dans le cas des nanoshells, pour les rapports Ag/Au allant de 8 a 3, les spectres sont
caractérisés par un seul maximum d’absorption situé dans la zone du visible-proche IR. Les longueurs d’onde
d’absorption associées a ces trois échantillons sont 667 nm, 748 nm et 836 nm pour respectivement Ag/Au = 8§,
5 et 3 indiquant donc un déplacement important de la fréquence de résonance plasmon vers le rouge lorsque la
quantité de sel d’or augmente. D’aprés les travaux d’Halas et al.*”), la résonance plasmon de nanoshells d’or
synthétisées a partir de nanoparticules de SiO, est d’autant plus déplacée vers le rouge que le rapport diameétre
du ceeur (Si0Oy) : épaisseur de la coquille (Au) est grand. Dans notre cas, le diamétre du cceur et I’épaisseur de
la coquille évoluent continuellement lors de la formation des nanoshells du fait de la concomitance de 1’érosion
progressive du cceur et de la réduction/déposition de 1’or. Considérant la stoechiométrie de la réaction
d’oxydoréduction, 1’érosion du cceur c’est-a-dire 1’augmentation du diamétre du cceur (oxydation de 1’argent)
se fait plus rapidement que I’augmentation de I’épaisseur de la coquille d’or puisqu’un atome d’or est formé au
détriment de trois atomes d’argent. De ce fait, le rapport diamétre du ceeur (creux) : épaisseur de la coquille
(Au) augmente tout au long de la formation des nanoshells conduisant donc a un déplacement de la fréquence
plasmon vers le proche infrarouge. De plus, ces résultats sont en accord avec ceux de Vongsavat et al.'*! et Sun
et al.”?! qui ont montré un déplacement important de la fréquence plasmon vers le proche IR lorsque la quantité
d’or utilisé dans la réaction de remplacement galvanique augmente.

Sun et al.”* ont également mis en évidence que lorsque la quantité utilisée devient trop importante, le maximum
d’absorption se déplace vers I’UV du fait de la déstructuration des nanoshells comme nous pouvons le voir pour
le rapport Ag/Au = 1. Pour cette syntheése, deux maxima sont visibles sur le spectre. Le premier est localisé dans
la zone du proche IR a 1060 nm est en accord avec la morphologie poreuse des nanoparticules. Le deuxiéme
maximum situé dans la région du visible a 540 nm correspond a la signature de petites nanoparticules d’or

résultant de la fragmentation des nanoshells.

Finalement, il est donc possible de moduler, via la concentration en sel d’or, les propriétés optiques
mais également la morphologie des nanoshells. L’objectif premier était d’adapter la résonance plasmon des
nanoshells a la fenétre biologique (650-900 nm) dans une perspective d’application biomédicale. Afin de
pouvoir exploiter les propriétés photothermiques de ces nanoparticules, le laboratoire s’est équipé d’un laser de
longueur d’onde 808 nm. Considérant les fréquences de résonance plasmon des nanoshells synthétisées, la
syntheése NS(3) conduisant a des nanoshells présentant un maximum autour de 808 nm a été retenue pour la

suite de ce travail.
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L’évolution de la température d’une solution de NS(3) soumise a une irradiation laser a été suivie au cours du

temps (Figure II-15).
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Figure II-15 : Evolution de la température d’une solution de nanoparticules NS(3) (bleu) et d’une solution aqueuse
(noir) sous irradiation laser (808 nm, 7 W/cm?)

Tout d’abord, nous pouvons remarquer que 1’irradiation laser ne fait varier que tres 1égerement la température
d’une solution aqueuse, son effet est donc négligeable. Concernant la suspension de nanoshells, I’exposition au
laser conduit a une augmentation exponentielle de la température de la solution avec le temps d’irradiation
jusqu’a finalement atteindre un plateau autour de 50 °C aprés 15 minutes d’exposition. Cette température peut
étre modulée selon la concentration en nanoparticules. Ce résultat met en évidence le potentiel des nanoshells

synthétisées pour des applications en photothermie.

Dans la suite de ce travail, la composition chimique de ces nanostructures est discutée. L’utilisation de deux
techniques de caractérisation de surface que sont I’XPS et I’AES est susceptible d’apporter des réponses sur la

formation ou non d’un alliage dans les conditions de synthése utilisées.

1. Caractérisation physico—chimique de surface des nanoparticules

1. Spectroscopie Photoélectrom'que d Rayonnement X
a. Principe général

Les principes fondamentaux de la Spectroscopie Photoélectronique & rayonnement X sont détaillés en

Annexe (Annexe A.2.i p.210). Les notions essentielles a la discussion de nos résultats sont rappelées ci-apres.

La Spectroscopie Photoélectronique a rayonnement X (XPS pour X-Ray Photoelectron Spectroscopy),
appelée aussi ESCA (Electron Spectroscopy for Chemical Analysis) est une technique d’analyse d’extréme
surface (de 5 a 10 nm) permettant d’explorer la structure chimique et électronique des matériaux. Elle est basée
sur I’effet photoélectrique qui consiste en 1’éjection d’un électron de cceur ou de valence d’un échantillon soumis
a un rayonnement de photons X d’énergie hv (Figure II-16.a). Les photoélectrons émis avec une énergie

cinétique spécifique E.i, sont alors collectés et analysés. L’application de la loi de conservation de I’énergie
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permet de relier 1’énergie cinétique Ei, a I’énergie de liaison Er ou potentiel d’ionisation du photoélectron k

par la relation :
hv + Ef(N) = EF(N — 1) + Ein (k) (11)

E (k) = Ef(N —1) — Ef(N) = hv — Egpp, (k) (12)

E; et E; étant les énergies du systeme dans les états fondamentaux initial (neutre a N électrons) et final (ionisé a

N-1 électrons).

Le principe de la mesure consiste donc a déterminer les énergies cinétiques des photoélectrons émis pour en
déduire les énergies de liaison. Généralement, on distingue les potentiels d’ionisation de cceur (= 30 a 1000 eV)

et de valence (= 0 a 30 eV).
Apres la photoionisation, le systeme final peut se relaxer selon deux processus complémentaires :

- Lafluorescence X : un électron d’une orbitale plus externe comble la vacance laissée par le photoélectron
et cette désexcitation se traduit par 1’émission de rayons X (Figure 1I-16.c)
- L’effet Auger : un électron d’une orbitale plus externe comble la vacance laissée par le photoélectron et

communique 1’énergie libérée a un autre électron plus externe, éjecté a son tour de I’ion (Figure II-16.b)

Ey N.V.
Er , N.F
——_—
B e
5 “
——C—
(b)

Figure II-16 : Processus de photoionisation et de désexcitation de I’ion : a) photoionisation, b) désexcitation par
effet Auger et c) désexcitation par fluorescence

Les spectres XPS se présentent sous la forme de raies qui émergent d’un fond continu résultant des collisions
inélastiques subies par certains électrons lors de leur trajet dans le solide. On distingue généralement les pics de

cceur (EL= 30 a 1000 eV) qui témoignent, considérant le libre parcours moyen A des photoélectrons dans le
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solide (Annexe), plutot de la chimie d’extréme surface, des bandes de valence (EL = 0 & 30 eV) qui sont plus
représentatives du volume.

L’intérét de la détermination des énergies de liaison des pics de cceur réside dans la sensibilité de ces grandeurs
a D’environnement chimique des atomes. La notion de déplacement chimique (ou variation de 1’énergie de
liaison par rapport a une référence donnée) peut étre appréhendée sur la base de propriétés lices a 1’¢état initial
en utilisant les modeles a potentiel électrostatique.

En effet, dans une premicre approximation, il est possible de ne considérer que les propriétés de 1’état initial, a
savoir les variations d’énergie des orbitales entrainées par les transferts des électrons de valence lors de
I’établissement des liaisons chimiques. Dans ce cas, les déplacements des niveaux de cceur sont dus aux
variations de la population des électrons de valence. Dans ce cadre, I’expression commune pour traduire le
déplacement chimique du niveau d’un atome A porteur d’une charge qa # 0 (en interaction avec des atomes B)

par rapport a sa position dans un atome A libre de charge nulle est :
AE, = kg +e® Tpupr- (13)
AB

ol rag est la distance entre 1’¢électron de coeur de I’atome A et celui de I’atome B voisin
e Le premier terme traduit la variation d’énergie potentielle électrostatique ressentie au niveau du coeur

suite a une modification de la distribution électronique dans les couches de valence de 1’atome A.

e Le deuxieme terme représente la différence dans le potentiel extra-atomique créé par les atomes voisins

de I’atome A que I’on assimile a des charges ponctuelles

Dans cette approximation, on considére que les orbitales sont gelées c’est-a-dire que la distribution spatiale des
orbitales reste inchangée suite a la photoionisation. Ainsi, I’énergie de liaison correspond a la valeur opposée
de I’énergie de I’orbitale dans 1’état fondamental dont 1’¢électron est extrait et par conséquent :
E (j) = —¢ (14)

En réalité, il faut tenir compte de relaxation du systéme c’est-a-dire la réorganisation des niveaux électroniques
qui vise a diminuer ’énergie de I’état ionisé formé suite a la photoionisation. Cet effet d’état final intervient
donc dans la détermination du déplacement chimique :

E,(j) = —¢ + Eg (15)
avec Ep ’énergie de relaxation
Les deux contributions peuvent varier en sens opposé et se neutraliser dans certains cas avec un déplacement

chimique nul ou méme inverse par rapport a celui attendu en considérant le modele a potentiel électrostatique.

De fagon globale et sur la base d’échantillons de référence (« standards »), ’analyse en haute résolution
des pics de cceur, qui constitue le mode d’exploitation principal de la technique XPS, fournit des informations

sur I’environnement chimique des atomes a I’échelle locale, les degrés d’oxydation, les transferts électroniques.

Cependant, I’étude de I’intensité des pics de coeur offre également la possibilité d’une analyse semi-quantitative

des éléments constituant la surface analysée. Elle nécessite la prise en compte de deux facteurs qui dépendent
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du composé ¢tudi¢ ainsi que de I’appareillage utilisé : la section efficace de photoionisation G et les énergies

cinétiques des photoélectrons associées.

Il convient de souligner que lors du phénoméne de photoionisation, des processus multiélectroniques
peuvent se produire conduisant a la formation d’états ionisés excités, en plus de 1’état fondamental ionisé qui
est associé au pic primaire (généralement le plus intense) et donc générer des structures additionnelles. Ces

« sondes » complémentaires peuvent fournir des informations supplémentaires dans I’analyse des échantillons.

e Les structures a multiplets de spin que I’on retrouve dans le cas des composés paramagnétiques dans
lesquels la photoémission d’un électron peut conduire a plusieurs états finals suite aux couplages entre
les électrons non-appariés de valence et 1’électron de cceur non-apparié résultant de la photoémission

e Les pics satellites qui sont des pics secondaires de photoionisation qui se révelent dans certains cas plus
pertinents que les déplacements chimiques pour différencier les degrés d’oxydation

e Les pics Auger qui sont associés au processus de désexcitation qui suit la photoionisation primaire.
Contrairement aux pics de photoionisation, 1’énergie cinétique des raies Auger est indépendante de
I’énergie des photons incidents hv. On définit cependant une énergie de liaison apparente EL**P a partir
de la loi de conservation de 1’énergie (cf. II.1.a), celle-ci dépendant de 1’énergie hv des photons dans le
cas des raies Auger. Leur déplacement chimique peut étre plus important que celui des raies XPS
primaires en raison de la formation d’un état final doublement ionisé, ce dernier pouvant étre plus
fortement affecté par les phénomenes de relaxation que I’état final simplement ionisé issu de la

photoionisation primaire.

b. Caractérisation XPS de nanoparticules

Ce paragraphe a vocation de présenter de facon synthétique quelques exemples issus de la littérature
illustrant des spécificités propres a I’analyse XPS des nanoparticules. Méme si elle ne présente pas la résolution
spatiale pour analyser les nano-objets de facon individuelle, ’XPS donne une perspective d’une collection de
particules (dans une monocouche ou sous forme de poudre)®3%, pour laquelle on peut extraire des informations
sur D’environnement chimique, la composition, 1’épaisseur de revétements et 1’enrichissement et/ou
appauvrissement élémentaire a la surface des particules. Néanmoins, certains aspects, parfois interdépendants,
sont a considérer par rapport a une analyse de matériaux plus classique. Méme si ces aspects n’ont pas pu étre

intégralement pris en compte dans le cadre de notre étude, il nous parait utile d’en exposer quelques-uns :
» Changements d’énergie de liaison et de largeur de pic XPS vs taille des particules

La taille des particules (et les interactions avec le substrat), dans certaines circonstances, influence 1’énergie de
liaison des pics de cceur, leur largeur, la forme de la bande de valence (ex : pour des clusters de moins de 100

atomes!®!) et altere méme le paraméetre Auger®>¥). 11 est important de garder a I’esprit que tous les déplacements

77



CHAPITRE II

d’énergie de liaison associés aux nanoparticules ne sont pas tous a interpréter comme des changements d’état

chimique.

Les travaux de Shukla et al.®* sur des nanoclusters d’or révélent une variation de 1’énergie de liaison du pic
Audf de +0,3 eV et une augmentation de la largeur a mi-hauteur (+0,2 eV) entre des clusters de taille inférieure
a 12-14 nm et une collection de clusters de taille moyenne comprise entre 40 nm et 60 nm. Ces résultats sont
interprétés en terme de changements de la structure électronique due a la taille de cluster fini et a la création
d’une charge (+¢ V) a sa surface durant le processus de photoémission (induisant un terme correctif d’énergie
de Coulomb 2 la valeur de I’énergie de liaison)*!. Des déplacements chimiques de pics de cceur XPS avaient
déja été remarquées dans d’autres travaux plus anciens sur des matériaux métalliques, comme ceux de
Citrin et al®®, qui soulignaient la densité électronique particuliere des atomes de surface. De leur coté,
Radnik et al.®” ont observé une diminution de I’énergie de liaison Au4f quand les nanoparticules d’or sont
déposées sur un support inorganique comme TiO,. Des transferts électroniques du support vers les

nanoparticules et des effets géométriques semblent étre a I’origine des variations enregistrées.

La fonctionnalisation de certains matériaux nanostructurés offre des possibilités de modulation des propriétés
et des applications de ces objets. Cette « décoration » désirée (applications nouvelles, stabilisation) ou
involontaire (contamination, résidus de solvant), est souvent une donnée supplémentaire a intégrer dans
I’analyse de I’échantillon. Méme si la proportion de cette couche fonctionnelle est minimale au regard du
volume de la particule, des effets induits, plus ou moins significatifs, apparaissent au niveau de la mesure des
énergies de liaison et sont différenciés en fonction de la taille de I’objet. Pour des nanoparticules de platine
décorées de PVP, un transfert de charge est enregistré des groupements carbonyles du motif polymérique vers
la nanoparticule quand son diametre est inférieur 2 7 nm et un effet inverse pour des tailles supérieures a
25 nmB®¥, 11 existerait un caractére donneur-accepteur qui s’inverse dans la gamme de taille intermédiaire.

Pour des nanostructures composites, la force du signal du revétement relativement au substrat (ou coeur d’une
particule) peut aussi varier avec la taille de la particule en considérant les libres parcours moyens électroniques
et la courbure de la surface®3%. Des données collectées sur des nanoparticules d’or de différentes tailles
recouvertes avec des thiols arrangés selon une monocouche auto-assemblée (SAM), fournit la démonstration de
cet effet (Figure 1I-17). Bien que 1’épaisseur de la monocouche SAM est presque constante, le rapport du
signal C de la SAM sur le signal Au du cceur de la particule évolue comme une fonction de la taille de la
particule. Lorsque la particule devient plus petite, la collection de particules contient un pourcentage de matériau

SAM en augmentation.
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Figure II-17 : Evolution du rapport élémentaire C/Au comme une fonction de la taille de la particule déduite par
les mesures XPS pour des nanoparticules d’or greffées de thiols

Tandis que la plupart des analyses sont menées en supposant que 1’échantillon a une surface plane, la forme et
la structure des nanoparticules peuvent jouer un réle important dans 1’interprétation précise des données XPS
de matériaux nanostructurés®’, notamment lors d’expériences résolues en angle qui permettent de faire varier
la profondeur d’analyse. Des modeles théoriques apparaissent depuis quelques années pour adapter le
formalisme classique de ’intensité de surfaces planes homogenes a des systémes nanoparticulaires de forme
variable!*”, Comme suggéré dans les conditions expérimentales a venir (Figure 1I-21), de tels matériaux n’ont
pas une structure uniforme pour I’analyse. Diverses méthodes analytiques offrent la possibilité d’accéder tout
de méme a I’information recherchée en dépassant le concept de couche uniforme. L approche appropriée dépend

aussi de la densité des particules et de leur montage.

» La technique de laboratoire nécessite un fonctionnement en ultra-vide (bien que des systemes
synchrotron différentiellement pompés, permettant aux échantillons d'étre maintenus a des pressions plus
élevées, soient aujourd’hui développés*!’). Certains échantillons peuvent étre altérés sous ultra-vide et cette
contrainte analytique est a considérer. L’une des approches courantes pour lutter contre ces effets indésirables
est le refroidissement de 1’échantillon par un systéme intégré d’azote liquide ; la collecte de données se fait alors
en fonction du temps pour déterminer s'il y a toujours des changements induits par le vide. Tout aussi important,
I’exposition de quelques échantillons a 1'air avant 1'analyse peut influencer leurs états physique et chimique. Par
exemple, pour des nanoparticules cceur-coquille du type Fe @Fe(oxyde), leur exposition a 1’air ambiant induit
une oxydation supplémentaire et le signal caractéristique des atomes de fer au degré d’oxydation O est
considérablement diminué (Figure I1-18). Il semble donc utile de noter qu'en raison d’un rapport €levé surface
/ 1a taille de I’objet considéré, des effets environnementaux*?! générent tout un pan nouveau de propriétés et
comportements, comme une structure superficielle, de possibles transformations de phase, des (in)stabilités

chimiques, ...
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Figure I1-18 : Spectre XPS Fe2p de nanoparticules Fe @Fe oxyde selon différentes conditions de conditionnement

= Densité de particules analysées et agglomérats

L’illustration de I’impact de la densité particulaire sur des données expérimentales est mise en avant
dans le travail de Kuchibahtla et al.'*! 2 propos de nanoparticules de cérine (CeO,). Les spectres XPS Ce4d
(Figure I1-19) de deux zones de densité différentes ont montré des états d’oxydation distincts (Ce(+Il) et

Ce(+IV)) justifiés sur la seule interaction entre nanoparticules (forte densité) ou entre le support SiO; et les

nanoparticules individuelles (faible densité).

a) Cedo

All Ce*? as measured

Mixture Ce*3and Ce*?
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Binding Energy (eV) g gy

Figure I1-19 : Pics de ceeur XPS Ce4d de nanoparticules de CeO: : a) zone de forte densité et b) zone de faible
densité!

Il est fréquemment impossible de distribuer des particules a faible densité et dans certains cas, une plus grande
collection de particules est nécessaire afin d’obtenir un signal suffisant. Dans une étude bien connue de Fulghum
et Linton**%]| les méthodes d’analyse sont comparées dans la détermination quantitative du dépot d’adsorbats
sur des surfaces de particules dans une collection de particules. Les auteurs montrent que les données XPS sont

traitées efficacement pour donner une évaluation du taux de couverture méme sur des échantillons sous forme
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de poudre. Frydman et al.”® ont par ailleurs présenté une méthode détaillée pour I’analyse XPS d’agglomérats

de nanoparticules.

Pour les nanoparticules, la connaissance du dép6t de surface et/ou de la contamination devrait étre un parametre
central a leur application. L’approche de Shard et al. pourrait étre dans ce contexte appliquée pour des
monocouches de particules ou des agglomérats si la taille des particules est connuel®”. Les agglomérats de
particules représentent ce qui est effectivement une surface rugueuse pour I’analyse. Le fameux « angle
magique » (f(géométrie de ’analyseur)) est un autre paramétre a prendre en considération pour la collecte de

données dans ’analyse des couches couvrantes avec la limite de précision qu’elle impose!“647),

Remarques : La plupart des considérations rapportées pour I’XPS s’appliquent aussi a la spectroscopie
d’électrons Auger puisque ces méthodes d’analyse sont identiquement associées aux réflexions menées autour
de I’évolution de taille et de distribution des nanoparticules sur la base de la détection d’électrons d’assez basse
énergie. Cependant, I’AES induit un faisceau électronique incident avec une résolution spatiale qui certaines

fois peut étre utilisé pour collecter I’information unique de particules individuelles.

c. Conditions expérimentales
i. Conditions d’analyse XPS
Au cours de cette these, les analyses XPS ont été réalisées avec un spectrometre Thermo K-alpha (Figure 11-20)

couplé a une boite a gants sous atmosphére d’argon équipée d’un systéme de régénération puissant (taux de O»

et H,O contrdlés et < 1 ppm).

Figure I1-20 : Spectrometre XPS K-alpha Thermo Scientific et sa boite a gants connectée
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Cet appareil utilise la radiation de la raie K, de I’aluminium (1486,6 eV) et ce rayonnement X monochromatique
est microfocalisé sur 1’échantillon & analyser (spot de 400 pm de diametre). La pression résiduelle dans la
chambre d’analyse est d’environ 10 mbar. L’utilisation du mode scan avec une Pass Energy de 20 eV permet
d’obtenir a la fois une bonne résolution en énergie pour I’analyse en haute résolution des pics de cceur et un
nombre de coups comptabilisés satisfaisant (rapport signal/bruit). Les effets de charge, résultant de I’analyse
d’échantillons isolants, ont été minimisés grace a 1’utilisation d’un systéme de neutralisation de type double
faisceau plus performant qu'un Flood Gun classique n’utilisant qu’un flux d’électrons de faible énergie. Ce
systeme de neutralisation combine des électrons et des ions Ar* de faible énergie de maniere a compenser plus
efficacement les potentiels de surface apparaissant lors de 1’analyse. De plus, pour chaque échantillon analysé,
des tests visant a déterminer une éventuelle dégradation de certaines phases et/ou de réduction de certains
¢éléments sous 1I’impact du flux de photons X ont été systématiquement réalisés (spectres de contrdle en début

et fin d’analyse).

ii. Préparation/ montage de I’échantillon pour I’analyse

De facon globale, le constat de la contamination, des impuretés et des effets de 1’environnement est
nécessairement a relier en partie a la manipulation et au montage des spécimens a analyser. Différentes méthodes
et procédures permettent a priori (sans certitude d’un test a I’autre) de limiter 1’introduction de contamination
lors de I’immobilisation des nanoparticules sur le support : certains adhésifs compatibles avec le vide, la
croissance directe sur le support ou I’immersion dans la solution colloidale du support préalablement nettoyé
148491 1 a distribution des particules est souvent contrainte par les méthodes de préparation et d’analyse comme
le montre la Figure I1-21.

Certaines propriétés des matériaux nanostructurés et les résultats de leurs mesures peuvent étre influencés par
I’agglomération, I’agrégation ou les interactions des nanoparticules avec le substrat support et/ou avec les autres

nanoparticules'?.

Manoparticules isolées
MNanoparticules supportées

MNanoparticules agglomérées ou compactées

Poudre compactée

Figure I1-21 : Différents degrés de dispersion ou d’agglomération de nanoparticules avant analyse

De tels effets comprennent : la construction d’un domaine chargé pendant les mesures XPS de clusters

métalliques supportés sur substrat isolant’®!*%!; des couplages de modes plasmon dans des nanoparticules
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métalliques proches les unes des autres®'?; D’influence de I’espacement particulaire sur les propriétés

magnétiques et électroniques de composites™34, des couplages d’états quantiques'™'.

Dans ces travaux de these, la préparation des échantillons a été différente selon la forme sous laquelle nous
avons pu récupérer les nanoparticules. En particulier dans ce chapitre, la récupération des nanoparticules a 1’état
solide étant problématique, plusieurs gouttes de chaque suspension de nanoparticules ont été déposées sur la
platine porte-échantillon. Celle-ci a ensuite été placée a I’étuve a 120°C afin d’évaporer le solvant. Nous avons
en amont pu vérifier que ce traitement thermique n’avait pas d’influence majeure sur les résultats déduits des
analyses XPS. Concernant les références, dans le cas de matériaux massifs, les échantillons ont été analysés tels

quels et pour ceux sous forme de poudre, ils ont été déposés sur du scotch de cuivre double face.

iii. Analyse des spectres XPS

Les spectres XPS présentés dans ce chapitre, comme dans les suivants, ont pour la plupart été calibrés
a partir de la raie C 1s du carbone de contamination (son énergie de liaison est fixée a 285,0 eV) et normalisés
en raison de leur utilisation pour une description qualitative (pas d’échelle d’intensité reportée). Les résultats de
quantification élémentaire sont reportés dans des tableaux. La déconvolution des pics de cceur est effectuée de
facon systématique en utilisant le logiciel Casa XPS ©, sur la base de composés de référence et de résultats
issus de travaux de la littérature, aprés soustraction du bruit de fond B en tout point Ecin(i) du spectre®®. En
effet, la contribution réelle d’un signal de photoélectrons enregistrés n’est obtenue qu’aprés élimination des
contributions parasites dues aux pertes d’énergie inélastiques des photoélectrons par collision dans le solide qui
sont a l'origine de ce bruit de fond. Dans cette étude, la fonction représentative de chaque composante
correspond au produit d’une fonction gaussienne (70 %) et d’une fonction lorentzienne (30 %). Le spectre
simulé est comparé a la courbe expérimentale en appliquant la méthode des moindres carrés. Pour la
représentation des spectres XPS déconvolués, des points noirs () sont utilisés pour le tracé du spectre
expérimental tandis que le trait noir (—) correspond a I’enveloppe mathématique du spectre simulé a partir des
différentes composantes. Enfin, ’analyse quantitative est effectuée en modulant I’intensité de chaque pic de
ceeur par sa section efficace de photoionisation issue des facteurs de Scofield™”..

La dispersion des valeurs reportées dans la littérature pour les énergies de liaison des niveaux
électroniques de composés semblables est souvent importante. Cette observation met en évidence la difficulté
de mesurer des énergies de liaison absolues et montre 1’intérét de réaliser 1’analyse d’échantillons de référence

a partir d’un spectrometre unique et de conditions expérimentales identiques au cours du travail.

De plus, comme nous avons pu le voir, la dimensionnalité et la structuration des nano-objets est également a
considérer dans I’interprétation des analyses XPS puisqu’elles peuvent influencer les déplacements chimiques,
les largeurs des pics (FWHM, Full Width at Half Maximum) ainsi que les compositions. Ce type de phénomene

a déja été reporté avec I’abaissement de dimensionnalité du systéme caractérisé8l. Pour cette raison, nous avons
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également décidé de comparer des échantillons références a 1’état bulk et a 1’état nanométrique afin de vérifier

I’existence ou non d’un effet « nano » dépendant lors de 1I’étude XPS de ces nanoparticules.

d. Caractérisation XPS du ceeur des nanoparticules
i. Matériaux de référence

Les références que nous avons choisi d’analyser sont les espeéces mises en jeu dans le processus de
formation du cceur des nanoparticules. L’analyse haute résolution de 1’ensemble des pics de ceeur relatif a tous
les éléments chimiques des composés de référence est présentée en annexe a la fin du chapitre sous la forme de

tableau. Dans ce chapitre, est reportée 1’analyse des éléments d’intérét.

i.1. Composes a base d’argent

Dans le cas des composés a base d’argent, une analyse compléte des différents pics de coeur et du pic
Auger Ag MsN4 5Ny s est nécessaire pour discriminer les degrés d’oxydation formels (0) et (+I) de ’argent. En
effet, les déplacements chimiques enregistrés pour le pic de cceur Ag3ds» sont généralement faibles et parfois
assez différents comme le montre les résultats de la littérature. Dans ces conditions, le pic Auger Ag MsN45N4 s
constitue une sonde complémentaire exploitable pour distinguer efficacement les deux degrés d’oxydation de
I’argent ainsi que les espéces chimiques associées. Le processus de désexcitation associé a cette raie Auger met

en jeu le niveau 3dsp sur lequel se trouve la vacance et des niveaux de valence 4d de I’argent.

L’étude des pics Auger a conduit & un nouveau concept, introduit en 1975 par Wagner®!, appelé le paramétre
Auger a. C’est une valeur, unique pour chaque composé, qui peut étre mesurée plus précisément (pas de
calibration spectrale nécessaire) que les positions absolues en énergie. Cette valeur de parametre Auger
correspond a la différence en énergie cinétique entre le pic Auger et le pic de coeur mis en jeu dans le phénomene.
Cette différence de position entre ces deux pics permet également d’annuler la contribution des effets de charge
éventuels.

Plus généralement, les valeurs reportées dans la littérature sous le nom de parametre Auger « apparent »

correspondent a :
a' = a+hv = E;,(Auger) — E i, (pic de coeur) + hv = E,(Auger) + E;(pic de coeur)  (16)
Dans le cas de I’argent, il s’exprime selon I’expression :
@' = Ein(MsNysNys) + EL(Ag3ds,2) (17)

Comme le montrent les valeurs de la littérature (Tableau II-3), ce parametre permet de différencier plus

spécifiquement les différents degrés d’oxydation et environnements de 1’argent. De plus, des effets d’état final
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en particulier pour les oxydes d’argent ont été rapportés rendant les identifications et interprétations moins

aisées 1.

Tableau II-3 : Energies de liaison et parametres Auger apparent o’ issus des principales revues XPS de la
littérature pour différents composés a base d’argent

Réf Kaushik [6% Ferraria et al.l°! Gaarenstroom et al.!
o EL [Ag3ds» (Ag(0))]=
Calibration E, [C1s (C-C/C-H)]=285,0 eV
368,2 eV
EL(Ag3dsp) EL(Ag3dsp) EL(Ag3dsp)
o’ (eV) Autres Ep, (eV) o’ (eV) o’ (eV)
(eV) (eV) (eV)

Ag 368,3 720,0 - 368,3 720,5 368,2 719,8
Ag)O 367,9 718,3 Ols =529,5;531,1 368,6 717.,9 367,8 718,5
AgO 367,5 718,2 Ols =528,6; 530,7 367,8 ; 368,4 718,4 3674 718,0
AgCl 368,3 717,5 Cl12p = 198,6-200,2 - - - -

Ols=532,5
AgNO; 368,4 717,8 368,8 717,8 - -
Nl1s =406,8

Nous avons donc choisi d’étudier le pic de coeur Ag3d et le pic Auger AgMNN de I’argent métal et du chlorure

d’argent AgCl (produit commercial, Sigma Aldrich, 99,999%) qui est un sous-produit de la réaction

d’oxydoréduction mise en jeu dans la synthése des nanoshells d’or.

Les résultats qualitatifs issus de ces analyses XPS sont présentés dans la Figure 1I-22 (pics de cceur Ag 3ds, et

pics Auger Ag MsN4 5N s) et Figure I1-23 (pic de cceur Cl12p).
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a) . Ag 3d c) Ag MNN

Ag MsNy 5Ny 5

Ag 3d3;

Ag MsNy 5Ny 5
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Figure II-22 : Superposition des spectres Ag3d et AgMNN de I’argent métal (a, c) et de I’AgCl (b, d)

Du fait du couplage spin-orbite, le spectre Ag 3d se présente sous la forme de deux composantes Ag3ds, et
Ag3ds, distantes d’environ 6 eV avec un rapport d’intensité de 3/2.

L’analyse XPS du pic de cceur Ag3ds, de I’argent métal permet d’identifier un pic fin a 368,2 eV
(FWHM!' = 0,7 eV) et 1égeérement asymétrique en accord avec les résultats de la littérature. Cette asymétrie
observée pour les métaux résulte de ’influence de transitions ¢électroniques des ¢électrons de valence vers la
bande de conduction lors du phénomene de photoémission. On observe également une structuration de plasmons
située 2 3,7 eV de chaque composante du coté des hautes énergies de liaison'®?,

Pour AgCl, le pic de cceur Ag3ds, est plus large (FWHM = 0,9 eV) et localisé a 367,7 eV. Cette valeur
de I’énergie de liaison est inférieure a celle de ’argent métal ce qui met en évidence ici un effet d’état final,
plutdt reporté dans le cas des oxydes d’argent dans la littérature. En effet, a partir d’un raisonnement au premier
ordre basé sur un effet d’état initial, I’énergie de liaison du niveau 3d des atomes d’argent liés a un ¢lément
¢électronégatif (Cl ou O), devrait étre plus importante que pour 1’argent métal. Dans notre cas, et comme il est
reporté dans la littérature, le sens du déplacement chimique est inversé, en accord avec un effet d’état final
(réorganisation du cortege électronique suite a la création du photoélectron) plus conséquent que la stabilisation

due a Deffet d’état initial (rappel : EL = E{N-1) — Ei(N)).

' FWHM (Full Width at Half Maximum) fait référence 2 largeur 2 mi-hauteur des pics
86



SYNTHESE ET CARACTERISATION DE NANOPARTICULES D’ OR CREUSES

Au-dela de I’analyse du pic de cceur, le pic Auger Ag MsNy 5Ny s (Figure II-22-c, d) constitue une sonde
complémentaire avec une enveloppe expérimentale tres spécifique selon le degré d’oxydation du métal. Le
parametre Auger apparent, sensible a 1’environnement chimique local, permet de distinguer les deux états
d’oxydation. Ainsi, I’énergie cinétique du pic Auger Ag MsN4sNu s et le paramétre Auger dans le cas de 1’argent
métal sont respectivement égaux a 352,0 eV et 720,2 eV alors que pour I’AgCl, les valeurs sont de 350,0 eV et
717,7 eV en accord avec les données de la littérature.

L’analyse du pic de cceur C12p met en évidence deux composantes CI2p3, et C12pip, situées respectivement a

198,1 et 199,7 eVl avec un rapport d’intensité de 2/1 (Figure 11-23).

Cl2p
Cl 2p3;

T | T | T | T I T I T | T
206 204 202 200 198 196 194 192
Energie de liaison (eV)

Figure II-23 : Pic de ceeur XPS CI2p du chlorure d’argent AgCl

Enfin les analyses quantitatives permettent de confirmer la stoechiométrie AgCl du composé de référence avec

un rapport Ag/Cl de 0,9.

i.2. Composes a base d’or

De la méme maniere que pour ’argent, une référence d’or métal et le précurseur d’or HAuCly
(HAuCl4.3H,0, Sigma, >99,9%) utilisé pour la syntheése des nanoshells ont été analysés par XPS. Les pics de

coeur Audf de ces deux composés sont présentés dans la Figure 11-24.

L’analyse du pic de cceur Au 4f permet d’interpréter sur la seule base d’effet d’état initial (déplacement
chimique) les différents degrés d’oxydation du métal. Du fait du couplage spin-orbite, le spectre Au4df présente
deux composantes, Audfs, et Audfs, distantes de 3,7 eV et avec un rapport d’intensité 4/3. Le pic de cceur

Audfy, de I’or métal met en évidence un pic fin a 84,0 eV (FWHM = 0,7 eV) et I[égerement asymétrique.
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Figure II-24 : Superposition des pics de cceur Au4f de a) I’or métal et b) du précurseur d’or HAuCl4

Pour le précurseur HAuCly, le pic de cceur Au4f met en évidence deux environnements caractérisés par deux

doublets a 85,0-88,6 eV et 87,4-91,0 eV qui correspondent respectivement a de I’Au (+1) et de I’ Au (+111)[646],

La présence d’or a 1’état d’oxydation (+]) inattendue met en évidence ici un phénomene de réduction de 1’ Au(III)
en Au (I) sous le faisceau lors de I’analyse confirmée par la comparaison des spectres enregistrés en début et

fin d’analyse.

ii. Caractérisation des nanoparticules
ii.1. Les nanoparticules d’argent

Dans un premier temps, les nanoparticules d’Ag gabarits ont ét¢ analysées en XPS aprés lavage a I’eau
distillée. Le pic de coeur Ag3ds,, repéré a une énergie de 368,1 eV est caractéristique de 1’état d’oxydation (0)
(Figure II-25-a). La forme des composantes du doublet et leurs largeurs a mi-hauteur sont les mémes que pour
I’échantillon référence ce qui exclut tout effet de taille nanométrique. Par ailleurs, I’allure du pic Auger
Ag M;sNy 5Ny s (Figure 11-25.b), est identique a celle de I’argent métal standard. Enfin le calcul du parametre
Auger apparent pour les nanoparticules d’argent donne la valeur de o’ = 720,2 eV en accord avec celui du

composé de référence.
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b) Ag MNN
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Figure II-25 : a) Pic de cceur XPS Ag3d et b) pic Auger AgMNN des nanoparticules d’argent
lavées a I’eau distillée

Ag MsNy 5Ny 5

ii.2. Nanoshells d’or (NS)

La synthese des nanoshells ne conduisant pas a un remplacement galvanique total, I’analyse des pics de
photoionisation de 1’or (Au4f) et de ’argent (Ag3d) a été réalisée de fagon simultanée pour chaque échantillon

NS(X) (avec X le rapport molaire Ag/Au) (Figure 11-26 et Figure 11-27).

Ag 3d
B Ag 3d;, .

b)

[ NS (5)
c)

[NS@3)
d)

[Ns(1)

T ¥ T d T F T T T T T
378 376 374 372 370 368 366 364

Energie de liaison (eV)

Figure I1I-26 : Pics de ceeur XPS Ag3d des nanoshells a) NS (8), b) NS (5), ¢) NS (3) et d) NS (1)
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Le pic de coeur Ag3ds, met en évidence deux environnements chimiques quel que soit I’échantillon NS(X)
considéré (Figure I1-26). La comparaison avec les échantillons de référence permet d’attribuer la composante a
basse énergie de liaison (367,5 eV) a de ’argent a I’état d’oxydation (+I) alors que la composante située a
368,1 eV est caractéristique de I’argent métal. L’évolution de ces deux composantes au cours de la réaction
(c’est-a-dire lorsque le volume de précurseur d’or ajouté augmente) est en accord avec le mécanisme
d’oxydoréduction. En effet, le balancement d’intensité entre la composante associée a 1’argent métal et a ’argent
au degré d’oxydation (+]) met en évidence 1’oxydation des nanoparticules d’argent tout au long du mécanisme
de formation et confirme donc I’attribution des deux composantes. L’analyse XPS révele également la présence
de chlore. Le pic de coeur CI2p3, est repéré a une énergie de liaison de 197,6 eV caractéristique de 1’ AgCl, sous-
produit de la réaction d’oxydoréduction. Par ailleurs, le rapport Ag(+1)/Cl calculé pour chaque composition est
tres proche de celui du composé de référence AgCl (= 0,9), ce qui conforte I’attribution faite sur la base des

données XPS.

Concernant le pic de cceur Audf (Figure I1-27), un seul environnement chimique est observé avec un doublet a
84,0-87,7 eV caractéristique de I’or métal. Cette observation met en évidence la réduction compléte du
précurseur d’or pour ’ensemble des échantillons analysés. De plus, de NS(8) a NS(1), I’intensité du pic devient
de plus en plus importante en accord avec la formation d’or d’autant plus importante que le volume de

précurseur d’or utilisé est grand.

8
) Au 4f
3)
1)

92 90 88 86 84 82 80
Energie de liaison (eV)

Figure I1-27 : Superposition des pics de cceur XPS Audf des nanoshells NS(X)

D’un autre c6té, nous pouvons remarquer que méme pour des quantités de sels d’or importantes (au-dela des
quantités steechiométriques), il reste toujours de 1’argent métal. Cette divergence par rapport a la théorie a déja
été observée par Sun et Xial*?! qui expliquent que le processus de « dealloying » semble nécessiter un sel d’or
avec un potentiel redox plus important pour oxyder sélectivement les atomes d'argent. Considérant de plus que
le potentiel redox du sel d’or que nous avons utilisé est abaissé du fait des ligands hydroxydes, ce phénomene

doit étre encore plus significatif dans notre cas.
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Les analyses quantitatives permettent de calculer le ratio Ag(0)/Ag(I) et Ag(0)/Au(0) pour chaque
échantillon (Tableau II-4). Au début de la réaction d’oxydoréduction, c’est-a-dire lorsque la quantité de sels
d’or ajoutée au milieu réactionnel est faible, les nanoparticules d’argent gabarits sont trés peu oxydées et la
couche d’or formée a la surface est relativement fine. De ce fait, la proportion relative d’argent métal par rapport
a 'argent (+I) et I’or métal est relativement importante ce qui implique que les rapports Ag(0)/Ag(l) et
Ag(0)/Au(0) sont élevés. Lorsque le volume de précurseur d’or augmente, la proportion d’Ag(0) devient plus

faible et donc ces rapports diminuent.

Tableau II-4 : Rapport Ag(0)/Ag(I) et Ag(0)/Au(0) déduit des analyses quantitatives XPS pour les différentes
syntheses de nanoshells NS(X)

Ag(0)/Ag(+]) Ag(0)/Au(0)
NS(8) 2,5 43
NS(5) 1,1 2,0
NS(3) 0.9 1.3
NS(1) 0.2 0.3

Plusieurs cycles de lavage/centrifugation (2 1’eau distillée) des nanoparticules permettent d’éliminer
completement la composante Ag3ds, associée a 1’AgCl confirmant ainsi qu’il est uniquement présent en
solution et non a la surface des nanoparticules. Ce résultat a par ailleurs été confirmé par des analyses en

spectroscopie d’électrons Auger ou les cartographies mettent en évidence 1’absence de chlore.

Ainsi, les nanoparticules lavées sont caractérisées par un pic de cceur Ag3ds, repéré a 3679 eV
(FWHM = 0,8 eV) et un pic de coeur Audfy, a 83,9 eV (FWHM = 0,7 eV). Enfin I’allure du pic Ag MsN4 5N s

confirme la nature métallique de I’argent avec un paramétre Auger de 719,9 eV (Figure 11-28).
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Figure II-28 : Pics de ceeur XPS a) Ag 3d, b) Ag MNN et ¢) Au 4f des nanoshells NS(3) lavées
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Concernant la composition des nanoshells synthétisées, il est difficile de conclure d’apres les résultats XPS sur
la formation d’un alliage ou non. En effet, les énergies de liaisons des métaux pur Ag et Au et des mémes

métaux dans un alliage AgcAuy sont relativement proches®®,

Des informations supplémentaires, notamment sur la distribution de I’Ag et de I’ Au au sein de la nanoparticule,
peuvent étre déduites de la comparaison du rapport Ag/Au calculé par XPS et par une analyse en volume. Les
nanoparticules NS(3) ont été choisies pour la suite de ce travail du fait de leur absorbance située dans la fenétre

biologique. Apres lavage, le rapport Ag(0)/Au(0) est toujours égal a 1,3.

Des analyses par spectrométrie de masse par torche a plasma (ICP-MS Inductively Coupled Plasma-Mass
Spectrometry) ont été réalisées sur cet échantillon afin de déterminer les concentrations en Ag et Au qui
composent les nanoparticules. Le rapport Ag/Au déduit de ces analyses est de 1,7. Dans le cas de la formation
d’un alliage homogeéne, les deux rapports calculés devraient étre identiques. Ici, le rapport Ag/Au des nanoshells
NS(3) déduit des analyses ICP-MS est supérieur a celui calculé par XPS. Ce résultat suggere donc la formation
d’un alliage plutot hétérogéne avec a priori davantage d’or en surface. Afin de discuter ces premieres hypotheses
et obtenir des informations plus précises sur la composition de ces nanostructures creuses, des analyses en
spectroscopie d’électrons Auger ont été effectuées apres formation de la coquille de silice mésoporeuse (chapitre
3). Les résultats de cette étude sont présentés dans la suite de ce chapitre puisqu’ils apportent essentiellement

des informations concernant la nature chimique du cceur.
2. Spectroscopie d’électrons Auger
a. Principe général

La spectroscopie d’¢lectrons Auger est une technique d’analyse chimique d’extréme surface (2-5 nm)

basée sur I’interaction entre un faisceau d’électrons incidents et le cortége électronique de I’atome.

Lorsqu’un faisceau électronique pénétre dans un échantillon solide, il subit un certain nombre d’interactions,

élastiques et inélastiques (Figure 11-29).

Electron rétrodiffusé Electron secondaire Photon X Electron Auger

Figure II-29 : Principales interactions électron-matiere
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Ces interactions conduisent globalement a I’émission :

d’¢électrons rétrodiffusés qui sont des électrons primaires ayant subi un certain nombre de chocs élastiques

avec les noyaux atomiques et inélastiques avec les électrons et qui sont réémis avec une énergie proche de

1’énergie initiale

d’¢électrons secondaires qui sont des électrons de faible énergie émis des couches superficielles proches de

la surface résultant de I’ionisation des atomes

de photons X du fait de la relaxation du systéme apres ionisation par les électrons incidents

d’¢électrons Auger qui résultent d’un mécanisme de désexcitation apres ionisation et possedent une énergie

caractéristique de 1’élément

Les diverses émissions ¢lectroniques et ¢lectromagnétiques proviennent de zones d’interaction plus ou moins

profondes et plus ou moins larges (Figure 11-30).

Pour la gamme d’énergie cinétique explorée en analyse Auger, la longueur d’atténuation A des électrons est de

~1 nm. Comme en spectroscopie XPS, la probabilité pour que de tels électrons générés a la profondeur z puissent

étre détectés sans avoir perdu leur énergie initiale est donnée par une loi d’atténuation de la forme exp-(z/Acos

0) dans laquelle 0 est I’angle de détection par rapport a la normale a la surface. Ainsi, pour une détection normale

a la surface (6=0) et une longueur d’atténuation A = 1 nm, 95% des électrons qui s’échappent sans perdre

d’énergie proviennent des trois premiers nm. L’ AES permet donc d’analyser I’extréme surface des matériaux.
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Figure I1-30 : Schématisation des différentes zones d’émissions lors de ’interaction électron-matiére(®”!
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L’effet Auger correspond donc a un processus de désexcitation non radiatif et se décompose de la
maniere suivante (Figure II-31) : une particule incidente (électron, photon) éjecte un électron d’un niveau de
ceeur d’un atome (avec une énergie de liaison Ex). La lacune électronique est comblée par un électron moins
lié, d’un niveau électronique supérieur (avec une énergie de liaison Ev). L’énergie récupérée est spontanément
communiquée a un troisieme électron (avec une énergie de liaison Ez avant 1’¢jection) qui est alors &jecté. Cet

¢électron émis est 1’¢lectron Auger dont 1’énergie cinétique Ec s’écrit :

Ec =Ex —Ey —Ez (18)

—000000— L, 00000 L,
—e—oo— L O—e L,
—e—e0—K *—o K

Etat initial Excitation Etat final
et
émission
Figure I1-31: Processus de désexcitation par effet Auger
Ce processus non radiatif implique donc trois niveaux d’énergie et conduit a un état final doublement ionisé.
Des lors que la lacune électronique est créée, il entre en compétition avec un processus de désexcitation radiatif

qui correspond a I’émission d’un photon X n’impliquant que deux niveaux d’énergie et donc 1’énergie s’écrit :
hV = EX - Ey (19)

On considére que la probabilité¢ d’éjection d’électrons Auger I’emporte sur la probabilit¢ de désexcitation
radiative des lors que I’énergie de liaison du niveau initial est inférieure a 10 keV (numéro atomique Z < 31).
De plus, les transitions Auger faisant intervenir trois niveaux d’énergie et deux lacunes, la détection des
éléments légers H et He est impossible. Un €lectron Auger (ou raie Auger) est décrit par les trois niveaux

successivement mis en jeu. Dans le cas de la Figure II-31, il y a émission d’un électron KL;L,3:

- la premiére lettre désigne le niveau de la lacune initiale
- la deuxiéme lettre, I’origine de 1’électron qui comble la lacune

- latroisiéme lettre, le niveau de I’¢électron éjecté
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En fonction du numéro atomique de 1’élément, plusieurs transitions sont possibles et peuvent étre induites par
cascade jusqu’a des lacunes finales atteignant la bande de valence et impliquant donc un état final multiplement
ionisé. Dans ce cas, la lettre V est utilisée pour désigner les niveaux électroniques impliquant la bande de

valence.

Le principe de la mesure consiste donc a observer les différentes transitions Auger et mesurer 1’énergie cinétique
de ces électrons. Les spectres Auger reportent donc I’intensité du signal (N(E) ou EN(E)) en fonction de
I’énergie cinétique (généralement reportée de 0 a 2500 eV) ou les pics Auger émergent d’un fond continu
(Figure II-32). Les raies dont I’énergie cinétique est inférieure a 50 eV, s’inscrivent sur un fond continu
décroissant de la distribution spectrale des électrons secondaires. Les raies Auger dont 1’énergie cinétique est
supérieure a 50 eV s’inscrivent sur un fond continu croissant de la distribution spectrale des électrons

rétrodiffusés.

Distribution spectrale des électrons secondaires

Intervalle d’analyse Auger

Distribution spectrale des
électrons rétrodiffusés

|

Al 1LV O (KLL)

CIKLL) Fond continu

T T T T h E.(eV)
050 200 500 1000 1500 E°

Figure I1-32 : Allure d’un spectre Auger enregistré en mode normal — Contribution du fond continu!®!

L’intervalle d’analyse Auger se situe donc dans le domaine énergétique pour lequel la probabilité d’émission
Auger est supérieure a la probabilité d’émission X. L’acquisition des spectres Auger peut s’effectuer en mode
dérivé dN(E)/dE ou EAN(E)/dE qui permet de s’affranchir du fond continu et faciliter 1’exploitation du spectre
ou en mode normal N(E) ou EN(E) (Figure II-32).

L’identification des éléments s’effectue par comparaison avec des valeurs expérimentales obtenues sur les
éléments purs qui sont tabulées et souvent incluses dans les logiciels des appareils. Comme en XPS, 1’énergie
cinétique est sensible a I’environnement chimique mais étant donné que le phénomene Auger implique trois
niveaux d’énergie, I’interprétation est plus complexe. Pour cette raison, la spectroscopie d’électrons Auger est

plus généralement utilisée pour 1’analyse élémentaire d’échantillon.
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Pour un élément A donné, I’intensité du signal Auger I est proportionnelle a :

A ~
I(i;‘g” = I,BuFTDR (20)

Avec ,8(1) = N(l)o-(l)]/l(l + T') Acos 6 (21)
Ou

I, : courant du faisceau d’électron primaire

N : nombre d’atomes de 1’élément i par unité de volume

o) : section efficace d’ionisation du niveau électronique A de 1’élément i
vi : probabilité de la transition Auger ABC de 1’élément i

Aa : libre parcours moyen

r : ionisation secondaire pour le niveau A de I’élément i par les électrons diffusés
0 : angle d’émission entre 1’électron Auger et la normale de la surface

F : angle solide d’acceptance de 1’analyseur

T : fonction de transmission de I’analyseur

D : efficacité du détecteur

R : facteur de rugosité de surface (0 <R < 1)

La probabilité d’une transition Auger et le libre parcours moyen inélastique des électrons Auger sont
indépendants de 1’énergie du faisceau incident, I’intensité du pic Auger est principalement gouvernée par la
section efficace d’ionisation qui change avec I’énergie d’irradiation!®®!. La Figure I1-33 illustre ce phénoméne
ou deux sources d’énergie différente conduisent a des spectres différents. A 30 keV, la section efficace
d’ionisation de 1’or (niveau M) est plus importante qu’a 10 keV (pour laquelle la section efficace d’ionisation

du niveau N devient prédominante).

30KEV 2NA: s AU
< >

10KeV 2ZNA  —

L'\#

G keV)

IMtensité (cps)

Pente « fond gpectral

500 1 000 1 500 2 000
Energie cinétique (eV)

Figure I1-33 : Influence des conditions d’excitation pour une référence d’or : spectres AES a 10 et 30 keV
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La principale difficulté en Auger réside dans I’optimisation des conditions d’acquisition qui dépendent de

chaque échantillon. L’idée est de trouver un compromis entre :

- une bonne sensibilité (d’autant plus grande que Iy est grand et que (i) est optimisé) ;

- une bonne résolution latérale (relié au diamétre de la sonde qui est d’autant plus faible que Iy est faible et
que Ep est grand) ;

- des effets de charge limités ;

- des effets de dérive contr6lés (mécanique, €lectronique, thermique ...) ;

- un temps d’acquisition raisonnable ;

- une limitation de la dose regue (limitation des dégats d’irradiaton).

Les conditions d’excitation qui doivent étre optimisées sont[®®70-711 ;

- la tension Ey qui influence la section efficace d’ionisation, la pente du fond spectral (Figure II-33) mais
également la qualité de I’image MEB (résolution spatiale) ;
- le courant Ip qui a une influence sur la sensibilité et sur la résolution latérale ;

- la géométrie (angle de tilt), le temps d’acquisition et la vitesse de scan.

La quantification par AES peut naturellement utiliser 1’aire des pics Auger obtenus sur le spectre acquis en
mode normal (Figure II-32). Néanmoins, la soustraction du fond continu étant délicate en raison de sa nature
complexe, la quantification peut également s’appuyer sur les hauteurs pic a pic, ou intensités Auger mesurées
sur le spectre dérivé. Pour ces deux approches, le calcul des concentrations des différents éléments présents
nécessite alors 1’utilisation de facteurs de sensibilité, ou Relative Sensitivity Factors (RSFs). Il existe plusieurs
méthodes pour déterminer ces coefficients et en général, il est admis que la quantification par spectroscopie

Auger est précise a £ 5%.

b. Conditions expérimentales d’analyse

Les analyses en spectroscopie d’électrons Auger ont été réalisées avec un spectrometre Auger JEOL
JAMP 9500F (JEOL Ltd, Tokyo, Japon) fonctionnant sous ultra-vide (P < 2 x 10”7 Pa). L’enceinte ultra-vide est
équipée d’une source a émission de champ du type Schottky a 1’origine d’une trés bonne résolution spatiale et
d’une excellent brillance. Un analyseur hémi-sphérique couplé a un détecteur multicannaux (7 channeltrons)
offrent des conditions idéales pour des analyses Auger résolues en énergie.
Deux modes sont accessibles pour mesurer 1’énergie cinétique des é€lectrons : un mode d’analyse a énergie
constante (CAE : Constant Absolute resolution) ou a énergie relative AE/E constante (CRR : Constant Retarding
Resolution). Les expériences classiques AES sont généralement enregistrées dans le mode CRR, pour lequel la
résolution en énergie (AE) augmente linéairement avec I’énergie de 1’¢lectron mesurée (la fenétre d’énergie
passante (liée a la « Pass energy » et donc a la résolution) varie afin de maintenir un rapport AE/E constant).

Les spectres sont présentés en mode normal EN(E) (mode non-dérivé qui s’exprime comme le signal de sortie
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du détecteur d’électrons utilisant le comptage que multiplie I’énergie cinétique versus 1’énergie cinétique). Les
spectres généraux AES (E. variant de 0 a 2500 eV) ont été enregistrés en utilisant une source focalisée et le
mode CRR avec un AE/E = 0,5 % (haute sensibilité).

Les acquisitions Auger en balayage (linescan et/ou images) ont été enregistrées en mode CAE afin de définir la
fenétre d’énergie nécessaire a 1’obtention d’une différence pic-fond en intensité significative par rapport aux
transitions Auger et a la forme du bruit de fond. Différents parametres tels que la configuration du porte-
échantillon par rapport a la position du détecteur (angle de tilt), les conditions de multi-détection (nombre de
channeltrons utilisés), le temps d’acquisition et la vitesse de balayage ont nécessité une phase d’optimisation

trés importante. Ce travail s’ est matérialisé par un article spécifique (Nanoscale, 2014, 6, 11130)72

Un léger décapage utilisant des ions Ar* de faible énergie a été utilisé afin d’éliminer la contamination de surface
de I’échantillon avant analyse. Les parameétres de décapage tels que I’énergie du faisceau d’ions (500 eV), le
courant ionique total (0,1 pA), le temps de décapage (60 s) et la rotation compucentrique ont été finement ajustés
afin d’éviter un décapage préférentiel, de minimiser la rugosité induite a la surface de 1’échantillon et limiter la

dégradation chimique de I’échantillon.

Un systeme de correction de signal intégré du type « probe tracking » a été utilisé afin de controler et de
compenser les éventuelles dérives dues principalement a 1’équilibre des effets de charge de surface de
I’échantillon mais aussi aux fluctuations liées a I’instrument (vibrations, variation de champ électrique et
¢électromagnétique, dissipation de chaleur des échantillons, etc...). Les clichés SAM et MEB réalisés sur le
méme spectrometre ont été enregistrés et systématiquement comparés a I’image référence initiale afin d’évaluer

la dérive totale.

c. Préparation de I’échantillon

Les nanoparticules ont été sectionnées a 1’aide d’un appareil de polissage ionique tranverse par faisceau
ionique du type JEOL Cross-Polisher (JEOL Ltd, Tokyo, Japon). Les nanoparticules ont dans un premier temps
été dispersées au sein d’une laque de carbone ; I’ensemble a ensuite été déposé sur un wafer de silicium de
5 mm?. La découpe est réalisée via un faisceau ionique d’Ar* (pression de travail : 1x10* Pa, énergie du faisceau
ionique variant de 1 a 6 keV, courant ionique d’environ 120 pA). Ce procédé de polissage ionique conduit a des
surfaces parfaitement planes avec un minimum de dommage a 1’échantillon (texture préservée) étant donné
I’angle voisin de 90° entre le faisceau et la surface de I’échantillon (Figure I1-34.a). Le masque bloque environ
50 % du faisceau primaire protégeant ainsi la partie principale de I’échantillon et conduisant & un coin érodé de
I’échantillon. La Figure II-34-b montre une vue large obtenue en MEB de la surface polie (plan X, Y) d’un
wafer de silicium. Les dimensions de la surface érodée sont typiquement de ['ordre de
700 um (X) x 400 um (Y) x 40 um (Z). Par comparaison avec un faisceau d’ions Ga* utilisé classiquement dans
les FIB (Focused Ion Beam), le faisceau d’ions Ar* est de faible énergie (1-6 kev au lieu de 10-30 keV pour un

FIB) et a incidence rasante (typiquement 2° par rapport a la surface au lieu de 30-45° dans le cas du FIB).
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Cette technique est des lors mois invasive pour 1’échantillon (rugosité induite limitée) et I’implantation d’ions

Ar* sur la surface érodée est trés limitée (pas de mélange atomique)!’!).

a) b)

Faisceau

Direction de
pulvérisation

Figure I1-34 : a) Vue schématique du procédé de découpe : le coté de I’échantillon non protégé par le masque est
poli par le faisceau d’ions Ar*; b) Image MEB d’un wafer de silicium aprés découpe ionique (plan XY)

d. Résultats

i Morphologie des nanoparticules
Lorsque 1’énergie du faisceau incident est importante (30 keV), deux matériaux se distinguent par
contraste d’électrons secondaires induit par les électrons rétrodiffusés : un cceur qui apparait brillant et une
coquille plus sombre (Figure II-35.a). Fondamentalement, le contraste en électrons secondaires des
nanoparticules se décompose en un signal qui provient directement de la surface (contraste topographique)
induit par le faisceau primaire et un signal additionnel indirect en électrons secondaires induit par les électrons

primaires rétrodiffusés (Figure II-35.b).

a) b)

Sonde Détecteur e-
électronique

électronique
additionnel

Figure I1-35 : a) Image MEB (30 keV) des nanoparticules NS@mSi non sectionnées ; b) Schématisation de
I’origine du contraste « Z » du cceur pour une nanoparticule ceeur-coquille : électrons secondaires issus du
faisceau électronique primaire (SE1) et électrons secondaires induit par les électrons primaires rétrodiffusés (SEz)
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Le contraste montre donc une densité d’électrons plus importante pour le cceur que pour la coquille en accord
avec la composition métal@SiO- des nanoparticules. De plus, le coeur des nanoparticules étant creux, le centre
apparait plus sombre sur I’image MEB.

Dans le but de caractériser plus précisément la morphologie et la composition du cceur et de I’interface coeur-
coquille, les nanoparticules ont ensuite été coupées.

La Figure II-36.a présente une vue large de microscopie MEB de la zone sectionnée avec de facon différenciée
la matrice de carbone (point 1) et le wafer de silicium (point 2) sur laquelle cette derniere est déposée. Un zoom
de la zone centrale (carré bleu) (Figure 1I-36.b) révele une surface plane bien définie pres du point 3 qui semble
ne pas étre affectée par des effets de charge (peu de nanoparticules diluées dans la matrice de carbone) a I’inverse

des gros agglomérats pres du point 4 (concentration en nanoparticules importante d’ou le contraste ¢levé).

-

Porte échantilon el _ Wafer
500 pm 3 2 ' Silicium

Figure II-36 : a) Image MEB de I’échantillon de nanoparticules découpé et b) Zoom de la zone centrale (rectangle
bleu)

La principale difficulté expérimentale de ce procédé est de créer une coupe qui contient suffisamment de
nanoparticules sectionnées. En effet, en fonction du nombre de nanoparticules diluées dans la matrice et de la
facon dont le plan de coupe intercepte les particules au hasard dans la résine, le procédé conduit statistiquement
a des nanoparticules idéalement coupées en leur milieu ainsi qu’a des nanoparticules coupées aléatoirement a
différents niveaux.

L’autre challenge est de définir sur la coupe, une zone d’intérét appropriée qui contient une densité convenable
de nanoparticules « bien » sectionnées (demi-spheres). Les images MEB a plus fort grossissement mettent en
évidence ’inclusion de plusieurs nanoparticules prés du wafer de Si (Figure 1I-37). Seulement quelques nano-

objets sont idéalement coupés (Figure 11-37.b).

Figure 11-37 : a) Image MEB d’une inclusion de nanoparticules coupées dans la matrice carbonée ; b) Zoom sur la
zone encadrée en rouge : les fleches montrent des nanoparticules idéalement sectionnées
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La Figure 1I-38 illustre parfaitement les différents plans de découpes dans le cas d’un petit agrégat de
nanoparticules. Les nanoparticules localisées au-dessus ou en dessous du plan de coupe apparaissent comme
une simple sphere sans perception possible de la structure du ceeur du fait des conditions d’analyse (2,5 keV).

De plus selon le plan de coupe, le diamétre du coeur mesuré est modifié en accord avec la géométrie sphérique

des nanoshells.

Profondeur
relative de

Plan de coupe olissage

Figure II-38 : Correspondance entre les vues schématiques de découpe des nanoparticules et les images MEB
enregistrées a 2,5 keV

ii Composition de surface des nanoparticules

La « découpe » des nanoparticules a par la suite pu étre confirmée par des analyses uXPS (spot de 15um
de diametre). En effet, I’or et I’argent, absent lors de I’analyse initiale des nanoparticules, ont pu des lors étre
détectés. De plus, la nature métallique du ceceur et silicique de la coquille a été confirmée. L’XPS est bien plus
résolue chimiquement mais limitée par la résolution spatiale méme avec des faibles diametres de faisceau
incident. De ce fait, les nanoparticules coupées ont été caractérisées en Spectroscopie d’électrons Auger afin de
tirer profit de la résolution spatiale de cette technique pour décrire la composition élémentaire du cceur des
nanoparticules.

Dans un premier temps, un spectre général Auger a été enregistré en différents points sur une nanoparticule
coupée. La Figure I1I-39 montre le cliché MEB a fort grossissement ainsi que les spectres Auger associés en
deux points caractéristiques : le ceeur des nanoparticules (point 1) et la coquille (point 2).

L’analyse au point 1 montre sans ambiguité les transitions Ag mnn, O ki, C kir, Au mnn et Si ki qui mettent
en évidence la détection du coeur métallique ainsi que du bord de la coquille de SiO,. Par ailleurs, seuls le
silicium, I’oxygene et le carbone sont détectés au point 2 attestant ainsi la composition de la coquille de silice.
Pour ces analyses, le diamétre du faisceau d’électrons est estimé a environ 5 nm dans ces conditions d’excitation
(30,0 keV, 2nA) avec un diametre d’émission AES de 12 nm. Ainsi, la résolution spatiale associée a la technique

permet d’apprécier la composition chimique a I’échelle nanométrique.
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Figure II-39 : Analyse au point 1 (rouge) et au point 2 (noir) sur la section d’une nanoparticule : a) Image MEB et
b) le spectre général AES

Les cartographies chimiques élémentaires des especes détectées permettent d’évaluer leur distribution spatiale.
La superposition en couleurs RGB (superposition des intensités relatives Auger en fausses couleurs Rouge,
Vert, Bleu) est présentée en Figure 11-40 pour chaque élément constitutif ainsi que 1’image MEB associée. Les
résultats obtenus montrent 1’association de I’argent (rouge) et de 1’or (vert) au niveau du cceur tandis que la

coquille est uniquement constituée de silice (bleu) en accord avec les spectres précédents.

X 280 000

Au/Ag

Figure I1-40 : Cartographie Auger haute résolution de la section d’une nanoparticule Ag-Au@SiO: (zone rouge de
I’image MEB)- Superposition en couleurs RGB de I’Au (rouge), de ’Ag (vert) et du Si (bleu)
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Afin de comprendre davantage la structuration du ceeur bimétallique, des spectres Auger en différents points de

la nanoshell ont été collectés (sur la surface interne, au milieu et sur la surface externe) (Figure II-41).
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Figure II-41 : Spectres Auger a) Ag mnN et b) Au MnN enregistrés en trois positions repérées sur c¢) I’image MEB

Les points noir, vert et rouge sur ’image MEB correspondent respectivement a I’intérieur, au milieu et a
I’extérieur des nanoshells

La superposition des spectres Ag mnn €t Au mnn aux trois positions sondées montre une distribution hétérogene
des éléments. L’or et I’argent sont détectés quelle que soit la position mais il semblerait que la concentration en
or soit plus importante sur la surface externe (rouge) tandis que I’argent est détecté de maniére plus significative
au centre et sur la surface interne. Cette premiere analyse montre le potentiel analytique de la spectroscopie
Auger sur des zones d’intérét de taille nanométrique. Pour corroborer ces résultats et essayer de mieux
appréhender la composition du cceur, une expérience supplémentaire en mode « linescan » a été réalisée. Cette
méthode offtre la possibilité d’améliorer significativement le rapport signal sur bruit (temps plus grand par point
analysé) et de limiter la dégradation sous le faisceau, I’analyse complete étant plus courte qu'une cartographie
2D.

Le profil d’analyse linéaire s’effectue en récupérant en continu I’intensité du pic AES soustraite de celle du
bruit de fond le long du diametre de section (Figure 11-42). Le déplacement de la sonde relatif au « linescan »
est défini a partir de ’image MEB (fléche horizontale sur la Figure I11-42.b). La variation de I’intensité du signal
AES pour chaque élément détecté (Si ki, O kL, Au mnn et Ag mnn) a été enregistrée puis superposée a I’'image
MEB pour une meilleure visualisation de la répartition quantitative. Dans les conditions d’analyses, la résolution

spatiale expérimentale Auger a été évaluée, inférieure a 12 nm.
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Figure 11-42: Analyse Auger en mode linescan de la section d’une nanoparticule Ag-Au@SiO: : a) Schématisation
du déplacement de la sonde pendant ’expérience; b) Superposition des profils AES des éléments le long de la ligne
avec I’'image MEB correspondante

La compilation des données collectées le long de la section transverse de la nanoparticule mettent en évidence :

- Une évolution des signaux comparables pour les éléments silicium et oxygene localisés au niveau de la
coquille.

- Une variation d’intensité du signal en sortie du linescan pour ces deux mé€mes éléments qui peut €tre due a
une participation des particules en dessous ainsi qu’a 1’inclinaison de la surface

- L’absence de silicium dans la région creuse des nanoshells

- La similitude de signaux relatifs aux atomes d’or et d’argent au niveau des parois des nanoshells résultant
de la formation d’un alliage

- Une variation de I’intensité relative du signal des atomes d’or et d’argent selon la position qui met en
évidence I’hétérogénéite de ’alliage avec une surface externe des parois des nanoshells plus concentrée en

or.

La « découpe » des nanoparticules couplée a I’analyse en spectroscopie d’électrons Auger nous a donc permis
d’étudier la distribution ¢lémentaire de 1’argent et de 1’or au sein des nanoshells. En effet la résolution spatiale
associée a cette technique donne des informations précieuses sur la composition du matériau tandis que I’XPS
permet de confirmer I’environnement chimique. Les nanoshells synthétisées a température ambiante seraient
donc constituées d’un alliage Ag-Au relativement hétérogene. Ce résultat est en accord avec les précédentes
observations de microscopie électronique ou les nanoshells présentent des caractéristiques du phénomene de
« dealloying » ainsi qu’avec la comparaison des résultats quantitatifs du rapport Ag/Au calculé en XPS et en

ICP-MS.
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CONCLUSION

Au cours de ce chapitre, la synthése et la caractérisation de nanoparticules sphériques d’or creuses ont

été étudiées.

Une premicre phase d’optimisation nous a permis d’évaluer I’influence de plusieurs parameétres de synthése sur
la morphologie et la structure des objets. En particulier, la modification de la spéciation du sel d’or utilisé nous
a permis d’obtenir a température ambiante des nanostructures creuses tout en évitant la précipitation d’AgCl a
la surface. Dans ces conditions, la résonance plasmon des nanoparticules a pu étre directement modulée via le
rapport molaire Ag/sel d’or. Nous avons également pu mettre en évidence que la modulation des propriétés
optiques était directement reliée a 1’évolution de la morphologie des nanoshells au cours du remplacement
galvanique. Finalement, les nanoparticules synthétisées sont caractérisées par une fréquence de résonance
plasmon spécifique dans la fenétre biologique et présentent des propriétés photothermiques évidentes qui en
font des matériaux de choix pour des applications en nanomédecine.

Par ailleurs, la comparaison avec les travaux de la littérature nous a amené a mieux comprendre la mécanistique
au ceeur de 1’¢élaboration de ces nanostructures et donc a conclure dans un premier temps sur la nature chimique
des nanoparticules synthétisées.

Dans la suite du travail, des analyses XPS ont été réalisées au cours du remplacement galvanique afin d’évaluer
la composition chimique des nano-objets. Nous avons ainsi pu mettre en évidence le processus d’oxydation
incomplet des nanoparticules d’argent gabarits mais également la réduction du sel d’or a leur surface.
Cependant, les informations chimiques déduites de I’XPS traduisant I’extréme surface, la formation d’un alliage
n’a pu étre discutée. Par conséquent, la coupe transverse des nanoparticules par faisceau ionique s’est finalement
révélée étre une opportunité déterminante. En effet, les résultats déduits de I’analyse Auger mettent en évidence
la formation d’un alliage en accord avec les caractéristiques morphologiques et structurales repérées sur les
images de microscopie électronique et qui traduisent le phénomene « dealloying ». Cependant, 1’alliage Ag-Au
formé est caractérisé par une distribution élémentaire assez hétérogene d’apres les spectres AES, certainement
di au fait des syntheses réalisées a température ambiante.

A travers cette étude, nous avons apporté des éléments significatifs du potentiel des spectroscopies d’électrons
pour ’analyse de systémes nanométriques. L’XPS semble idéale pour déterminer précisément 1’environnement
chimique des atomes composant une collection de nanoparticules. L’ AES, dont I’information est plus résolue
spatialement, est un outil adapté au sous-dimensionnement des systémes étudiés, en 1’occurrence a I’échelle du

nanometre.
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ANNEXES

Annexe II.1 : Résultats des analyses quantitatives XPS

AgCl HAuCl, NPs Ag NS(8) NS(5) NS(3)

% at. C 32,3 33,0 36,8 32,3 34,8 33,3
% at. O 7,5 3,4 13,8 17,5 12,8 14,5
% at. Ag 27,8 - 46,1 29,8 28,0 25,4
% at. Cl 32,4 45,2 1,8 10,9 11,8 13,2
% at. Au - 15,9 - 4,8 6,6 8,6
% at. N - 2,5 - 4,1 5,2 4,8
% at. Na - - 1,5 0,6 0,8 0,2

NS(1)

33,0
9,8
21,5
20,9
10,5
4,1
0,2
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INTRODUCTION

Ce chapitre concerne I’élaboration de la coquille de silice mésoporeuse autour des cceurs
(bi)métalliques et sa fonctionnalisation. Il s’agit in fine d’¢laborer des nanosystémes dont 1’intérét
principal en termes d’applications en nanomdecine réside dans la combinaison des propriétés
photothermiques du cceur, avec la fonction dite «réservoir » du réseau mésoporeux permettant
I’encapsulation d’un principe actif. L’efficacité thérapeutique de tels systémes nécessite par conséquent
une activation et un contrdle précis de la libération du principe actif pouvant étre obtenus par la
fonctionnalisation de la surface des particules par des nanovalves organiques thermosensibles.

L’objectif est de ce travail est donc (i) de construire une coquille offrant un réseau poreux
organisé pour I’encapsulation d’un principe actif et (ii) de modifier la surface des nanoparticules par des
assemblages supramoléculaires thermo-stimulables du type [2]pseudorotaxanes. Cette modification de
surface est basée sur des systemes mécanisés déja reportés dans la littérature et dont le fonctionnement
est fondé sur des processus de complexation/décomplexation entre une entité moléculaire greffée a la
surface des nanoparticules, et une entité macromoléculaire.

Dans ce contexte, la description physico-chimique complete de ces systémes est nécessaire pour
optimiser leur fonctionnement et donc envisager leur utilisation en nanomédecine. C’est pourquoi nous
proposons dans ce chapitre une caractérisation morphologique et physico-chimique approfondie de ces
architectures hybrides. En particulier, il s’agit d’étudier, de décrire et de mettre en évidence précisément
les interactions mises en jeu au niveau des interfaces organiques-inorganiques (greffage) et organiques-
organiques (complexation des nanovalves). La démarche analytique a été de combiner deux techniques
de caractérisation complémentaires : la spectroscopie photoélectronique a rayonnement X (XPS) et la
résonance magnétique nucléaire (RMN) des liquides et des solides (collaboration avec le laboratoire du
LPCNO de Toulouse). Comme dans le chapitre II, I’interprétation des spectres XPS a été réalisée sur la
base de I’¢tude de composés de référence. Concernant I’analyse RMN, une premiére étude du complexe
sous sa forme libre a été réalisée en phase liquide pour faciliter par la suite la compréhension et
I’interprétation des spectres en RMN des solides.

L’ensemble des résultats présentés dans ce chapitre ont fait 1’objet d’une publication dans le journal

« Physical Chemistry Chemical Physics » (DOI : 10.1039/C5CP044911J)
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CHAPITRE III

I. Synthése de la coquille silicique hybride

1. Elaboration de la coquiIIe de silice me'soporeuse

Apres avoir synthétisé des nanoparticules creuses avec des propriétés optiques paramétrées, le
deuxiéme objectif a atteindre était la formation d’une coquille silicique du type mésoporeuse autour des
nanoshells ; ce réseau minéral jouerait a terme le role de réservoir de molécules thérapeutiques.

Dans le premier chapitre bibliographique, un apercu des différentes voies de synthése qui permettaient
de former une coquille de silice dense et/ou poreuse sur des nanoparticules d’or a été reporté. Nous
avons procédé par une structuration de la coquille en deux étapes successives. Dans un premier temps,
la formation d’une coquille de silice dense est réalisée par 1’intermédiaire du poly(vinylpyrrolidone)
(PVP) qui stabilise les nanoshells synthétisées. Le PVP est un polymere amphiphile, non ionique, avec
une faible charge négative, qui a la capacité de s’adsorber sur une large gamme de colloides. De plus, le
PVP permet le transfert direct des nanoparticules en milieu hydro-alcoolique mais surtout la croissance
d’une coquille de silice sans agent de couplage!!. Dans un second temps, la coquille de silice
mésoporeuse organisée est formée sur la premiere coquille dense selon la méthode développée par
Yoon et al. %!, Cette approche permet un meilleur contrdle de la structuration ainsi que de I’arrangement

des pores du réseau silicique.

Mode opératoire : 30 ml de la suspension de nanoshells NS(3) sont centrifugés a

12000 tours/min pendant 15 minutes. Apres élimination du surnageant, le cycle de centrifugation-
élimination (CE) est répété trois fois. 8 ml d 'une solution aqueuse de PVP (1 % (en masse)) sont ensuite
ajoutés et la solution (NS+PVP) est soniquée. Apres deux nouveaux cycles CE, les nanoparticules sont
finalement redispersées dans 4 ml d’eau distillée.

L obtention des nanomatériaux a structure coeur-coquille NS@mSi est ensuite réalisée par un procédé
en deux étapes successives :

Etapel : formation de la coquille dense : 4 ml de nanoshells lavées sont dispersés dans 20 ml
d’isopropanol sous ultrasons. Par la suite, 0,5 ml d’ammoniaque concentre (30 % (en masse)) et enfin
10 ul de tétraéthoxysilane (TEOS précurseur silicique) sont ajoutés a la suspension de nanoparticules.
La solution est maintenue sous agitation pendant deux heures.

Etape 2 : formation de la coquille mésoporeuse

A ce stade de la synthese, trois lots de nanoparticules ont été préparés en modulant les quantités ajoutées
de bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB) et de TEOS.

Apres deux heures d’agitation, une solution aqueuse de CTAB (56 ml) est additionnée a la suspension
de nanoshells. Une minute apres [’ajout, un volume de TEOS est ajouté au milieu réactionnel

(Tableau I1I-1).
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Tableau III-1 : Quantités de CTAB et TEOS utilisées dans la deuxieme étape lors de la formation de la
coquille de silice

m (CTAB) (g) V (TEOS) (ul)
Synthese n°1 0,030 53
Synthese n°2 0,042 75
Synthése n°3 0,060 107

Finalement, les nanoparticules sont récupérées par filtration sur fritté et abondamment lavées a [’eau
distillée, a I’éthanol puis a I’acétone, avant d’étre séchées a 120°C pendant 24 heures. Les poudres
obtenues sont ensuite redispersées dans une solution HCI (IM) / EtOH et maintenues sous agitation
pendant 24 heures afin d’éliminer toute trace de tensioactif. Un nouveau cycle de filtration/lavage est
réitéré cette fois-ci uniquement avec de l’éthanol et de I’acétone. Enfin les nanoparticules obtenues sont

de nouveau placées a l’étuve a 120°C pendant 24 heures.

L’étape de purification des nanoshells, nécessaire a la préparation de la surface pour la croissance de la
coquille de silice, a dans un premier temps été optimisée. En particulier, le volume de solution de PVP
ajouté a ¢té ajusté afin de stabiliser au maximum les nanoshells lors du transfert dans 1’ isopropanol.
Dans la premiére étape de croissance de la coquille dense, la concentration en nanoshells a été optimisée
afin de minimiser la nucléation secondaire et que la premiere couche de silice soit suffisamment
homogene, ce dernier point facilitant la croissance de la couche silicique mésoporeuse.

Aprés I’ajustement de ces paramétres, nous avons décidé d’évaluer la reproductibilité des synthéses, en
particulier de cette premiere étape. Les clichés MEB enregistrés a la fin de la premiere étape, de deux

syntheses réalisées avec deux lots différents de nanoshells sont présentés dans la Figure III-1.

Figure I1I-1 : Images MEB enregistrées a la fin de la premiere étape de deux essais de synthése de la
premiere coquille de silice dense

Ces images mettent en évidence la difficulté de contrdler précisément le taux de nucléation secondaire.

Dans les deux essais de cette synthése, la coquille est homogene, son épaisseur est d’environ 30 + 5 nm
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et la taille des nanoparticules de silice secondaires est de 70 = 5 nm. Les conditions de synthese étant
équivalentes, seule une variation de la concentration initiale en nanoshells pourrait expliquer ce résultat.
Une autre hypothese concerne la présence de PVP libre qui en solution interviendrait comme site de
nucléation secondaire.

Au cours de certains essais, nous avons également pu remarquer que la croissance de la silice était
hétérogene, plutdt de type nodulaire comme le montre les images de microscopie électronique (Figure

I11-2).

200 nm
——

Figure III-2 : Images a) MEB et b) MET d’une synthése ou la croissance de la coquille de silice est
hétérogene
L’adsorption hétérogene du PVP a la surface des nanoparticules peut expliquer ce phénomene. Du fait
de la variabilité de cette premicre étape, seules les syntheses conduisant a une premiere coquille de silice

dense et homogeéne ainsi qu’a un taux de nucléation secondaire faible ont été conservées.

La formation préalable d’une coquille de silice dense est une interface idéale pour la construction de la
coquille mésoporeuse structurée. En effet, la coquille dense va, lors de la deuxiéme étape, orienter
I’auto-assemblage des micelles de tensioactif du fait de I’interaction électrostatique entre les molécules
de CTAB chargées positivement et la surface de silice chargée négativement dans les conditions
basiques du milieu réactionnel. L’orientation de la porosité dépend également du rapport molaire
CTAB/TEOS. En effet, Yoon et al.'* ont montré qu’une orientation des mésopores perpendiculairement
a la surface du coeur pouvait étre obtenue pour un rapport molaire optimis¢ CTAB/TEOS de 0,34. Ainsi,
les trois syntheéses que nous avons réalisées (Tableau III-1) respectent ce rapport, 1’orientation des pores

étant, dans le cadre de ce travail, un parameétre essentiel pour la fonction de délivrance de médicaments.

Aprés I’ajout de CTAB et de TEOS (2°™ étape de la syntheése), les images MET (Figure III-3.a, b, ¢)
révelent finalement la formation de nanoparticules du type « core-shell » qui tendent vers une forme
sphérique au fur et a mesure que 1’épaisseur de la coquille augmente. L’épaisseur de la coquille est
mesurée a (80 = 5) nm pour la synthése n°1, (120 £ 5) nm pour la synthése n°2 et enfin (130 + 5) nm
pour la synthese n°3. Plus la quantité de TEOS utilisée est importante (et donc par conséquent celle de
CTAB puisque le rapport molaire CTAB/TEOS reste constant) plus la coquille croit (Figure III-3.a).
Néanmoins, nous pouvons remarquer que la structuration de la porosité est mieux définie dans le cas

des syntheses n°2 et 3 (Figure III-3.e, f).
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Figure III-3 : Images MET apreés la deuxieme étape de syntheése (a, b, ¢) — Zoom sur la porosité des
nanoparticules (d, e, f) issues des syntheses n°1, n°2 et n°3

Yoon at al.’ ont montré par ailleurs la possibilité de controler également 1’épaisseur de la coquille de
silice mésoporeuse, tout en conservant I’orientation perpendiculaire, via la variation de la longueur de

la chaine aliphatique du tensioactif C,-TAB (n =12, 14, 16, 18).

Les images MEB, qui renseignent plutdt sur la topographie, révelent la présence de crateres a la surface
de la coquille de silice (Figure 11I-4). En effet, dés le premier traitement thermique en étuve, la coquille
subit quelques modifications. Le PVP, qui stabilise les nanoshells d’or et permet la croissance de la

silice, induit probablement la fragilisation du réseau silicique.

Figure I11-4 : Image MEB des nanoparticules NS@mSi (les fleches indiquent les défauts observés a la
surface)

Pour la finalisation des nanoparticules hybrides et le greffage ultime des nanovalves organiques, seuls

les nano-objets issus de la syntheése n°3 sont conservés, la coquille étant la mieux préservée.
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La description complete de la porosité des nanoparticules (diametre des pores (dp), surface spécifique...)
a été réalisée a partir d’une analyse en volumétrie d’absorption/désorption. Les isothermes d’adsorption
et de désorption enregistrées pour les nanoparticules NS @mSi élaborées avec les conditions de synthese

n°3 sont présentées ci-apres (Figure I11-5.a).

600 0,06
4 a) 4 b) f\._
s 5007~ ; st A 0,05 '
- S 1™
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5 400 — % 0,04 P
2 T 003.] 40
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Figure III-5 : a) Isothermes d’adsorption et de désorption d’azote et b) Distribution du diametre des pores
des nanoparticules ceeur-coquille NS@mSi (synthése n°3)

Méme si son allure se rapproche de celle d’une isotherme du type IV (caractéristique des matériaux
mésoporeux, 2 nm < d,< 50 nm), il est difficile de classer I’isotherme des nanoparticules NS@mSi selon
la nomenclature du ’'TUPAC®!, L’évolution du volume de N, adsorbé pour les faibles pressions relatives
est plutdt caractéristique d’un échantillon microporeux (d, < 2 nm). La surface spécifique, déduite de
I’isotherme d’adsorption (0,05 < p/po < 0,035) et calculée par la méthode de Brunauer, Emmett et Teller
(BET)™ est estimée a 1463 + 25 m?/g. Le diametre des pores peut étre également calculé, généralement
selon la théorie de Barrett, Joyner et Halenda'® (BJH) dans le cas des matériaux mésoporeux. Cependant,
la mise en évidence d’une éventuelle microporosité de 1’échantillon ne nous permet d’utiliser ce modéle.
De ce fait, une méthode utilisant la théorie de la fonctionnelle de la densité non locale'® (NLDFT, Non-
Local Density Functional Theory) pour calculer des isothermes associées a un systeéme adsorbant-
adsorbat en particulier a été utilisée. Ce modele, plus adapté, conduit a 1’observation d’une distribution
assez large qui s’étend de 24 a 38 A, avec un maximum centré a 30 A (Figure III-5.b). Ces résultats sont

en accord avec les valeurs de la littérature pour des nanoparticules de silice mésoporeuse!”:%!.
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Concernant les propriétés optiques des nanoparticules cceur-coquille, nous nous sommes intéressés a
I’évolution de la résonance plasmon des nanoshells. En effet, comme nous I’avons vu dans le chapitre
bibliographique, la nature du milieu environnant et plus précisément son indice de réfraction va
influencer la fréquence de résonance plasmon. Ainsi la coquille de silice mésoporeuse induit un léger
déplacement du maximum d’extinction vers le proche infrarouge (Figure III-6.a) du fait de

I’augmentation de I’indice de réfraction autour des nanoshells!..

55

1,2 -
, a) — NS b)
—NS l l 50 1. NS@mSi
14— NS@msi — Solvant (H,0
G 491
0,8 | T 401
c =
2 0,6 o 35
= g
5 04 - E 30 -
25 A
0,2 - -
20 {
0 T T T T 1 T T T T T T T T
400 500 600 700 800 900 0 200 400 600 800
Longueur d'onde (nm) Temps d'irradiation (s)

Figure III-6 : a) Spectre d’extinction et b) évolution de la température sous irradiation d’une suspension
de nanoparticules NS et NS@mSi

La coquille de silice a une influence sur 1’énergie dissipée par les nano-objets. En effet, pour une méme
concentration, la température d’une suspension colloidale de nanoparticules NS@mSi mesurée sous
irradiation laser (808 nm, 7 W/cm?) est plus faible que celle mesurée avec des nanoshells (Figure I11-6.b).
Une partie de I’énergie est donc dissipée par la coquille de silice en raison de sa faible conductivité
thermique. Apres 15 min d’irradiation, la température de la solution atteint 38°C. Le potentiel de ces
nanoparticules en tant qu’agents phtothermiques est donc conservé.

A ce stade, nous avons donc élaboré des nanoparticules NS @mSi présentant des propriétés optiques et
photothermiques adaptées a des applications en photothérapie. De plus, la coquille de silice mésoporeuse
possede une surface spécifique importante avec des pores distribués de maniere radiale par rapport au
ceeur. Cette structuration ordonnée des pores offre une grande accessibilité pour les molécules cargos et

fait donc de la silice un réservoir adapté a 1’encapsulation de principes actifs.

2. Fonctionnalisation de la coquille de silice mésoporeuse

La fonctionnalisation du matériau offre de nouvelles propriétés physico-chimiques qui étendent

son domaine d’application.

En particulier, ’utilisation d’assemblages supramoléculaires basés sur des interactions non-covalentes

(du type donneur-accepteur, liaisons hydrogeénes, métal-ligand, interactions hydrophobes), a la surface
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de nanoparticules de silice mésoporeuse a ouvert la voie a un nouveau champ de recherche autour de la

délivrance contrdlée de médicaments!'?!.

Parmi ces assemblages supramoléculaires, les [2]pseudorotaxanes ont montré leur potentiel en tant
qu’obturateurs de pores®!. Ils sont constitués d’un macrocycle du type cyclodextrine ou cucurbit[n]uril
capable de former des complexes d’inclusion avec une large gamme de molécules dites « invitées » et
qui peuvent étre dissociés sous 1’effet d’un stimulus externe. Dans ces systémes, les molécules invitées
sont initialement greffées a la surface des nanoparticules de silice puis le macrocycle est ajouté

conduisant a la formation de nanovalves.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a des [2]pseudorotaxanes constitués de N-6-(aminohexyl)-
aminométhyltriéthoxysilane (molécule invitée) et de cucurbit[6]uril (CB6) (macrocycle) (Figure I11-7).
La molécule invitée est un diaminoalcoxysilane qui possede trois fonctions éthoxysilane permettant un
ancrage facilité sur le réseau silicique de la coquille mésoporeuse. Le CB6 est un macrocycle constitué
de 6 unités glycoluril; cette molécule symétrique est caractérisée par deux portails formés par les
groupements carbamides et une zone hydrophobe appelée cavité. La formation d’un complexe
d’inclusion entre les deux entités est basée sur plusieurs types d’interactions : des interactions du type
ion-dipdle et des liaisons hydrogeénes entre les sites cationiques (amines protonées) de la molécule
invitée et les groupements carbonyles du CB6. 1l existe également un effet hydrophobe entre la chaine

aliphatique du diaminoalcoxysilane et la cavité du macrocycle.
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Figure III-7 : Schématisation des interactions mises en jeu dans la formation des nanovalves type
[2]pseudorotaxane

Dans cette conformation, 1’ouverture des nanovalves peut étre contrdlée de deux manicres différentes :

- par le pH: l'augmentation du pH du milieu conduit a la déprotonation des amines du
diaminoalcoxysilane et donc a la dissociation du complexe.
- Par la température : ’augmentation de la température du milieu conduit a la rupture des

interactions mises en jeu dans la formation du complexe et donc a sa dissociation.

120



ASSEMBLAGES Au@SiOz HYBRIDES MULTIFONCTIONNELS

Mode opératoire: Pour la fonctionnalisation, nous avons adapté les protocoles de Zink!"'?! a

nos systemes. La modification de surface est réalisée en deux étapes (Figure 111-8):

1) Greffage du diaminoalcoxysilane : L’ensemble de la verrerie utilisée dans cette synthése a
préalablement été placée a I’étuve a 120 °C puis au dessicateur afin de minimiser toutes traces d’eau.
30 mg de nanoparticules NS@mSi séchées (120 °C) sont dans un premier temps dispersés dans 20 ml
de N,N-diméthylformamide anhydre. A cette suspension sont ajoutés n moles de greffon et le milieu
réactionnel est maintenu sous agitation magnétique a 80 °C pendant 14 h. Les nanoparticules sont
ensuite lavées plusieurs fois a [’éthanol, filtrées et mises a l’étuve 12 h a 80°C.

Afin d’optimiser le taux de greffage, nous avons réalisé trois synthéses mettant en jeu des quantités de

greffon n différentes (Tableau I11-2).

Tableau III-2 : Récapitulatif des quantités molaires de greffon utilisées pour chaque fonctionnalisation

n (greffon) n(greffon)/m(NS @mSi)
(mol) (mmol/g)
Greffage n°1 1,2.10* 4,0
Greffage n°2 7,5.107 2.5
Greffage n°3 3,0.107 1,0

2) Fermeture des nanovalves : 30 mg des nanoparticules greffées NS@mSi-gref sont dispersées dans 5
ml d’eau distillée. Une solution aqueuse de CB6 (75 mg CB6 + 65 mg NaCl dans 7 ml d’eau distillée
préalablement agitée pendant 3h) est alors ajoutée a la suspension. La solution est placée sous agitation
pendant 3 jours et les nanoparticules sont finalement récupérées par filtration apres plusieurs lavages
a leau distillée.

1ére étape de la 2¢me gtape de la
fonctionnalisation fonctionnalisation

NS@mSi Greffage 4{ NS@msSi-gref }7 Fermeture —‘ NS@msSi-valve }7

Figure III-8 : Schéma de la fonctionnalisation en deux étapes des nanoparticules NS@msSi

121



CHAPITRE III

Plusieurs facteurs peuvent affecter le fonctionnement des nanovalves :

1- la taille des entités constituant la nanovalve

2- lalongueur de la chaine alkyle (dans le cas d’une molécule invitée linéaire)!'>!4

3- ladistance r entre la surface et la nanovalve (Figure I11-9).
Comme son diamétre externe est d’environ 1,4 nm!"! I’encombrement stérique généré par les
macrocycles CB6 semble étre a priori suffisant pour obturer convenablement les pores dont le diametre
est voisin de 2-3 nm. Les molécules cargos restent ainsi confinées aprés fermeture. Dans le systeme
choisi, la longueur de la chaine alkyle est optimale et conduit au complexe le plus stable d’apres
Mock et al.!". Par ailleurs, le greffon est suffisamment petit (un seul groupement méthyle entre le

silicium et la fonction amine) pour que le CB6 soit positionné proche de la surface bloquant ainsi les

pores de maniére efficace!®!%!1,

Figure III-9 : Schématisation d’un pore de la surface de silice et d’'une nanovalve

Cependant, un facteur plus limitant concerne la répartition des nanovalves a la surface des

nanoparticules qui va implicitement dépendre de celle des greffons en surface.

Lors du greffage d’un organosilane sur une surface de silice, I’organosilane va s’hydrolyser
selon la réaction :

R-Si(OR’);  + H,0 >  R(R’0)Si-OH + EtOH )

Une fois hydrolysé, il peut ensuite se condenser sur lui-méme ou interagir avec la surface de silice via
des liaisons hydrogenes. La réaction de condensation peut également se produire entre 1’organosilane
hydrolysé et les silanols de surface.

Ainsi, les réactions de condensation peuvent également conduire a des structures totalement anarchiques
de couches tridimensionnelles sur la surface (Figure III-10). Néanmoins, cette configuration peut étre

limitée par le choix des conditions expérimentales. En particulier, 1’utilisation d’un solvant anhydre
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permet généralement la formation d’une monocouche d’organosilane, 1’hydrolyse de ce dernier ne

s’effectuant qu’au voisinage de la surface de silice grace a I’eau d’hydratation de celle-ci.

De plus, dans le cas d’un trialcoxysilane, seules une ou deux fonctions alcoxy au maximum peuvent

réagir avec les silanols de surface!'®!,
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Figure III-10 : Couche de 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) avec des irrégularités structurales-
a) Liaison hydrogene, b) interaction électrostatique, c) liaison covalente avec le substrat, d) polymérisation

horizontale et e) verticale avec les silanes voisins, f) les silanes olygomériques/polymériques peuvent
interagir avec plusieurs fonctions a ’interface!'”!

Les interactions possibles pouvant s’établir entre les silanes et la surface sont aussi a considérer. Dans

le cas particulier des aminoalcoxysilanes, qu’ils soient physisorbés (Figure III-11.c, d, e) ou greffés de

maniere covalente (Figure III-11.a, b), des liaisons hydrogenes ainsi que des interactions du type

électrostatique peuvent étre mises en jeu. Certaines conformations en particulier peuvent méme étre a

I’origine d’une faible densité de greffage!'” (Figure III-11.b).

NH, NH, o,
—si”
NH, 5
Hp -—}Si ~ '—/Si ~
N o HO, NH;
1 [ y

SN s H, H H, H,
o] (o] 0 [o] 0]
| ] ] | I |
a b c d e

Figure III-11 : Interactions mises en jeu entre un aminoalcoxysilane et une surface de silice : exemple du

3-aminopropyltriéthoxysilane (APTES)- a) APTES greffé de maniere covalente et orienté

perpendiculairement a la surface, b) APTES greffé de maniere covalente avec le groupement amine qui

interagit avec un groupement silanol de la surface, c-e) molécules d’APTES faiblement liées!'®!
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En fonctions des quantités de greffon, les clichés de microscopie rendent compte de morphologies

réellement différenciées (Figure I11-12).

a)

Figure III-12 : Clichés MET des nanoparticules NS@mSi fonctionnalisées avec des quantités molaires de
greffon croissante a) synthése n°3, b) n°2 et ¢) n°1

Avec la quantité molaire de greffon qui augmente (de la syntheése n°3 Figure I1I-12.a a la syntheése n°2
Figure I1I-12.b), la porosité devient moins visible. La synthése n°1 conduit a la formation d’une fine
couche bien perceptible a la surface des nanoparticules (épaisseur repérée par une double fleche, Figure
III-12.c), qui correspond a la condensation du greffon.

Dans la méthode de greffage post-synthese utilisée ici, le greffage se fait préférentiellement sur les sites
les plus accessibles c¢’est-a-dire la surface externe et I’entrée des pores!’. De ce fait, lorsque la
concentration en organosilane devient trop importante, la formation d’un réseau tridimensionnel est
favorisée ce qui conduit & 1’obturation des pores et rend donc ce nanosysteme inexploitable pour
I’encapsulation d’un principe actif.

Sur la base de ces observations en microscopie électronique, la syntheése mettant en jeu 2,5 mmol/g de

diaminoalcoxysilane a été retenue pour la suite du travail.

Pour la fermeture des nanovalves, le protocole de Zink!!'!! a été reproduit avec des quantités
steechiométriques de CB6 par rapport au diaminoalcoxysilane. Afin d’augmenter la solubilit¢ du CB6
dans I’eau, 1’ajout de NaCl a été effectué lors de la préparation de la solution initiale. Cette étape de
fonctionnalisation n’est pas sans effet sur la morphologie des systémes puisqu’une certaine dégradation
de la coquille de silice est mise en évidence sur les clichés MET (Figure III-13). Elle résulte d’une
dépolymérisation partielle de la silice accélérée en milieu alcalin®®”. De plus, les nanoparticules
présentant une surface spécifique importante, la surface de contact avec la solution est élevée et donc la

dissolution est favorisée.
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La disparition du cceur dans certaines nanostructures est également observée (Figure II1-13.a). Des

travaux de la littérature ont déja rapporté la dissolution du cceur de nanoparticules mais dans des

conditions oxydantes (en présence de iodures pour un cceur d’argent ou de cyanures pour un ceeur

d’or)?1,

Figure I11-13 : Clichés MET des nanoparticules NS @mSi-valve- Mise en évidence a) de la dissolution du
ceeur et b) de la dégradation du réseau silicique

L’évolution des propriétés texturales des nanoparticules fonctionnalisées a été suivie par des mesures

de volumétrie d’adsorption/désorption d’azote. Les isothermes ainsi que la distribution du diamétre des

pores sont présentées dans la Figure III-14.
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Figure III-14 : a) Isothermes d’adsorption et de désorption d’azote et b) Distribution du diametre des

pores des nanoparticules ceeur-coquille NS @mSi-gref (rouge) et NS@mSi-valve (bleu)

L’allure de I’isotherme des nanoparticules greffées NS@mSi-gref (Figure I1I-14) est trés semblable a

celle des nanoparticules NS@mSi (Figure III-5). La fonctionnalisation des nanoparticules

s’accompagne d’une diminution significative de la surface spécifique et du volume poreux

(Tableau III-3).

125



CHAPITRE III

Lors du greffage du diaminoalcoxysilane sur la surface de silice, le greffon réagit majoritairement avec
les silanols localisés sur la surface externe et ceux situés a 1’entrée des pores. Dans ce dernier cas,
I’entrée de certains pores est en partie obturée. Cette hypothese est en accord avec les résultats obtenus
qui montrent que la surface spécifique et le volume poreux diminuent sensiblement alors que le diametre
des pores n’évolue pas.

Enfin, la fermeture des nanovalves par le CB6 conduit a ’obstruction compléte des pores des
nanoparticules puisque la surface spécifique n’est plus que de 150 m?/g et quasiment aucun signal de
distribution de taille de pores n’est enregistré.

Tableau III-3 : Surface spécifique, volume poreux et distribution en taille des pores des nanomatériaux
NS @mSi, NS@mSi-gref et NS@mSi-valve

Surface spécifique Volume poreux Distribution du .
(m?/g) (cm¥/g) diameétre des pores (A)
NS@mSi 1463 £ 25 0,72 24-38
NS @mSi-gref 860 = 15 0,40 24-36
NS @mSi-valve 150 £2 0,14 -

L’évolution de ces caractéristiques au cours de la fonctionnalisation est en accord avec les données de
la littérature pour des nanoparticules de silice mésoporeuse ®!. Afin de mieux appréhender la physico-
chimie de surface et d’interface lors de 1’assemblage de la structure hybride hiérarchisée, une étude
spectroscopique a été menée a chaque étape de 1’élaboration. Les attributions sont données sur la base
de I’analyse préalable de systémes références pouvant étre les produits intermédiaires de synthése ou

des standards commerciaux.
II. Caractérisation physico—chimique des nano—systémes coeur-coquille
1. Analyse XPS des nanoparticules

a. Matériaux références

Les références que nous avons choisi d’analyser sont les especes mises en jeu dans le processus
de formation et de fonctionnalisation de la coquille des nanoparticules. Dans cette partie, n’est reportée
que I’analyse des éléments d’intérét. Ainsi, 1’analyse haute résolution de I’ensemble des pics de cceur
relatif a tous les éléments chimiques des composés de référence est reportée en Annexe a la fin du

chapitre (p.159) sous la forme de tableau dans les cas ou elle n’est pas présentée dans le texte.
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i. Silice mésoporeuse de synthése

Le pic de cceur Si2p se présente sous la forme de deux composantes Si2ps, (Er= 104,1 eV) et
Si2pin (Er= 104,7 €V), avec un rapport d’intensité 2/1. Ces deux composantes sont proches en énergie
de liaison compte tenu du faible couplage spin-orbite de 0,6 eV et de la largeur significative des
composantes (FWHM = 1,8 eV) qui implique un recouvrement (Figure III-15.a).
Le pic de ceeur Ols (Figure IT11-15.b) repéré a 533,3 eV est caractéristique des liaisons siloxanes Si-
0O-Si. L’asymétrie observée vers les hautes énergies de liaison rend compte de la présence de

groupements silanols Si-OH d’extréme surface!*?).
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Figure III-15 : Pics de coeur XPS a) Si2p et b) Ols d’une silice mésoporeuse de référence

D’un point de vue quantitatif, le rapport O/Si déduit de I’analyse XPS ne respecte pas la stoechiométrie
(1,7). Cependant, la silice pouvant étre décrite comme un enchainement plus ou moins régulier de
tétraedres SiO4 avec des groupements pendants du type Si-OH, ce rapport O/Si devrait théoriquement
étre égal ou supérieur a 2. L’analyse d’un échantillon de référence (couche d’oxyde sur wafer de
silicium) conduit de la méme maniere a un rapport inférieur a 2 (Annexe, p.159). Cette différence entre
la valeur théorique et la valeur déduite de 1’analyse quantitative XPS souléve ici un probléme de section
efficace. En effet, les facteurs de Scofield®! utilisés ne permettent pas de rendre compte de la
stoechiométrie du matériau. Ces valeurs peuvent étre corrigées afin de s’approcher au mieux du rapport
théorique. Néanmoins, nous avons pris le parti de conserver les valeurs initiales et donc de considérer
que ce rapport voisin de 1,7 était caractéristique en XPS d’un environnement du type SiO».
ii. Les nanovalves
ii.1. Le greffon
Le complexe [2]pseudorotaxane ainsi que ses deux entités constitutives (greffon et macrocycle)

ont été préalablement analysés afin de disposer d’une base de données susceptible de faciliter
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I’interprétation des interactions mises en jeu lors de la fonctionnalisation du systéme cceur@coquille.

La formule du greffon a I’état moléculaire est rappelée dans la Figure III-16.

NH,
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O\S.
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Greffon a I'état moléculaire

Figure III-16 : Structure chimique du greffon a I’état moléculaire

En considérant les formes chimiques possibles du greffon une fois stabilisé a la surface de la
silice, nous avons réalisé ’analyse XPS d’un systéme auto-condensé et d’une forme protonée,
synthétisés au laboratoire a partir du produit commercial (ABCR, 15129-36-9, 95%)(Annexe, p.158).
Ces variantes chimiques peuvent a priori étre observées au cours de la synthese.

La Figure III-17 présente les spectres Si2p, Ols, Cls et N1s des deux formes préparées.
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Figure III-17 : Pics de ceeur XPS Si2p, Ols, C1s et N1s du greffon condensé (a, c, e, g)
et du greffon protoné (b, d, f, h)

Un déplacement chimique significatif est observé entre le pic de cceur Si2p des formes condensée et
protonée du greffon (Figure III-17.a, b). En effet, la composante Si2ps. est enregistrée a 103,1 eV dans
le cas du greffon condensé alors que cette valeur est beaucoup plus basse (102,5 eV) pour la molécule

protonée.
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De la méme maniére, le pic de coeur Ols (Figure III-17.c, d) traduit la méme tendance avec un maximum
a532,9 eV pour le greffon condensé et 532,6 eV pour le greffon protoné. La desommation des spectres
met également en évidence des environnements supplémentaires a 530,8 eV pour la forme condensée
qui peut éventuellement étre attribué a des atomes d’oxygéne avec une charge négative importante du
type Si-O et a 534,0 eV pour le greffon protoné qui peut correspondre a quelques groupements alcoxy

hydrolysés C-Si-QH!*?),

Considérant les valeurs des énergies de liaison mesurées pour les nanoparticules de silice mésoporeuse,
le greffon condensé et le greffon protoné, il semblerait donc possible de distinguer par 1’étude XPS des
pics Si2p et Ols, une surface de silice d’une surface de silice fonctionnalisée mais également de mettre
en évidence la polymérisation du greffon si tel était le cas (Tableau I11-4).

Tableau II1-4 : Energies de liaison des pics de ceeur Si2p et Ols de la silice mésoporeuse, du greffon
condensé et protoné

EL (Si2p32-Si2p12) EL (O1s (Si02)) AEL (O1s-Si2psp)
(fwhm) (eV) (eV)
(eV)
Silice mésoporeuse 104,1-104,7 (1,8) 5334 429,3
Greffon condensé 103,1-103,8 (1,6) 532,9 429,8
Greffon protoné 102,5-103,2 (1,3) 532,6 430,1

Les pics de cceur Cls (Figure III-17.e, f) mettent en évidence une composante majoritaire a 285,0 eV
qui correspond aux carbones aliphatiques du type C-C/C-H du greffon mais également certainement a
des résidus de contamination. La composante a 286,4 eV peut correspondre a plusieurs environnements :
aux atomes de carbone en alpha des amines/ammonium (-C-NHy/ -C-NH,*), a des groupements alcoxy
non hydrolysés (-O-CH»-CH3). Enfin les composantes minoritaires a plus haute énergie de liaisons
(288,2 eV pour la forme condensée et 288,9 eV pour la forme protonée) sont associées a des fonctions

de carbone oxydé, du type C=0 et O=C-O, non désirables.

Quelle que soit la forme chimique du greffon, le profil expérimental N1s (Figure III-17.g, h) est traduit
par deux composantes situées a 399,9 eV et 401,7 eV. Le pic a basse énergie de liaison est caractéristique
de groupements amines C-NHy (-CH,-NH-CH,-/-CH>-NH>) tandis que le pic a plus haute énergie de
liaison correspond a un environnement du type ammonium C-NHx* (-CH,-NH,*"-CH»-/-CH,-NH3"). Par
ailleurs, les spectres mettent en évidence la prépondérance des groupements ammoniums dans le cas du
greffon protoné confirmant ainsi sa configuration. Dans le cas du greffon auto-condensé en milieu
hydro-alcoolique basique, les deux formes sont présentes dans les mémes proportions.

Enfin, la présence de chlore détectée au cours de ’analyse XPS est en accord avec le processus de

synthése qui implique 1’utilisation d’HCI/Et,O pour la protonation (cf. Annexe, p.158). Le chlore joue
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le role de contre-ion des groupements ammoniums comme le confirment les pourcentages atomiques
identiques (Tableau III-5). Finalement, le silicium et I’azote semblent étre les sondes les plus fiables au

cours de I’analyse XPS pour mettre en évidence la forme chimique du greffon.

1.2, Le macrocycle

Le cucurbit-6-uril (CB6.xH,O, Sigma Aldrich > 95 %), rappelons-le, est un macrocycle qui peut
étre décrit comme un enchainement cyclique de 6 monomeres glycoluril caractérisés par une fonction

carbamide (-N-(C=0)-N-) et deux groupements alkylamines (-N-CH,-N-/-N-(CH)-N-) (Figure I1I-18).

Macrocycle CB6

Figure III-18 : Structure chimique du macrocycle CB6

Les pics de cceur XPS Cls, N1s et Ols du macrocyle CB6 sont présentés sur la Figure I1I-19.

a) €2 —_ Cis b) Nis c) Ols
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Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

Figure III-19 : Pics de ceeur XPS a) Cls, b) N1s et ¢) Ols du macrocycle CB6

L’analyse XPS du pic de ceeur Cls (Figure III-19.a) permet d’identifier ces différents environnements
associés a trois composantes distinctes. La premiere a 285,0 eV (CI) correspond a du carbone de
contamination en partie attribuable a des résidus du produit commercial de synthese. Les deux autres
composantes, repérées a 287,4 eV (C2) et 289,1 eV (C3), permettent respectivement d’identifier les
fonctions alkylamine (-N-CH>-N-/-N-(CH)-N-) et carbamide (-N-(C=0)-N-) du CB6. Pour ces

130



ASSEMBLAGES Au@SiOz HYBRIDES MULTIFONCTIONNELS

environnements azotés, le pic de cceur N1s (Figure III-19-b) rend compte de la composante unique a
400,0 eV (NI) de I’environnement carbamide (24,6 % at.). Au niveau de I’oxygene (Figure III-19.c),
une composante Ols majoritaire a 531,6 eV (OI) est attribuée aux groupements carbamide du CB6
(-N-(C=0)-N-) tandis que celle plus haute en énergie a 533,2 eV (0O2) signale la présence de molécules

d’eau du macrocycle hydrate commercial.

L’analyse quantitative (Tableau III-5) est en bon accord avec la formule stcechiométrique du
macrocycle avec un rapport expérimental de composition C2/C3/N1/01 de 1/0,6/0,9/0,4 proche de
1/0,5/1/0,5 théoriquement.

ii.3. Le [2]pseudorotaxane (greffon®™/ CB6)

Afin de préciser les possibles modifications d’environnements chimiques, le [2]pseudorotaxane complet

a été analysé (Figure I11-20).

CHa

[2]Pseudorotaxane
Greffon*/CB6

Figure III-20 : Structure chimique du [2]pseudorotaxane (greffon*/CB6)

La déconvolution des pics de cceur Cls, Nls et Ols a été réalisée sur la base des composantes
déterminées lors de I’analyse de chacune des deux entités organiques en accord avec les profils
expérimentaux. Le pic de coeur Cls met en évidence quatre composantes (Figure I1I-21.a). La premiére
a 285,0 eV est attribuable aux groupements alkyles C-C/C-H du greffon ainsi qu’a du carbone de
contamination. La deuxiéme composante a 286,0 eV peut étre attribuée a la fois aux atomes de carbone
en alpha des groupements amines du greffon (Si-CH,-NH-/-NH-CH,-CH,-/-CH,-CH>-NH;) mais
également a des groupements du type C-O qui pourraient provenir d’une contamination ou correspondre

a des groupements du type Si-O-CH,-CH3 non hydrolysés. La déconvolution montre également la
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présence de deux autres composantes a plus haute énergie de liaison, 287,6 eV et 289,2 eV, comme

précédemment, associées au CB6.

c) N O1s

C-Si(OEt),

T I = I ¥ I T LI L | T T T T T T T T T T T T T T T
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Figure III-21 : Pics de ceeur XPS a) Cls, b) N1s et ¢) Ols du [2]pseudototaxane (greffon*/CB6)

L’analyse du pic N1s est conforme a la formation du complexe de pseudorotaxane avec une composante
majoritaire a 400,4 eV des groupements carbamides (Figure III-21.b). Elle pourrait également se
confondre avec la participation minoritaire du signal des groupements amines du greffon
(-CH»-NH-CH»-/-CH>-NH>) dont I’énergie de liaison se situe proche de 400 eV. Néanmoins, la majorité
des groupements amines existent sous la forme ammonium (-CH;-NH,*-CH,-/-CH>-NH3") dont la
composante apparait a 402,0 eV.

Enfin, le pic de coeur Ols (Figure III-21.c) permet de distinguer a la fois I’environnement carbamide du

CB6 (531,8 eV) ainsi que les fonctions Si-OFEt (532,6 eV) et Si-OH (533,7 eV) du greffon*.

Globalement, la signature XPS du CB6 impose ’allure des pics de caeur Cls et N1s du fait du
nombre d’atomes de carbone (36) et d’azote (24) présents dans la molécule de CB6 plus important que
pour le greffon (7 atomes de carbone et 2 atomes d’azote). L’analyse quantitative (Tableau III-5) révele
des pourcentages atomiques importants de carbone (58,6 % at.) et d’azote (23,9 % at.) alors que le

silicium n’est que faiblement détecté (1,5 % at.).

132



ASSEMBLAGES Au@SiOz HYBRIDES MULTIFONCTIONNELS

Tableau III-5 : Energies de liaisons et pourcentages atomiques des pics de cceur XPS Cls, C12p, N1s, Ols
et Si2p du greffon*, du macrocycle CB6 et du complexe greffon*/CB6

Greffon™* CB6 Greffon*/CB6
Pics de EL (eV) (fwhm % at. EL (eV) (fwhm % at. EL (eV) (fwhm % at.
coeur (eV)) (eV)) (eV))
285,0 (1,3) 424 285,0 (1,8) 17,7 285,0 (1,4) 16,0
Cls 286,4 (1,5) 20,4 286,0 (1,4) 5,7
288,9 (1,4) 1,7 287,4 (1,8) 27,9 287,6 (1,4) 23,6
289,0 (1,8) 16,1 289,2 (1,4) 13,3
%. at total 64,5 61,7 58,6
Cl 2p3p 197,7 (1,2) 5,5 - 197,4 (1,4) 1,0
Cl 2p1n 199,3 (1,2) 2,7 - 199,1 (1,4) 0,5
% . at total 8,2 1,5
399,8 (1,5) 0,5
Nls 400,1 (1,8) 24,6 400,3 (1,5) 22,1
401,7 (1,5) 6,8 402,0 (1,5) 1,8
%. at total 7,3 24,6 23,9
531,6 (1,8) 12,1 531,8 (1,5) 10,7
Ols 532,6 (1,4) 12,3 533,3 (1,8) 1,6 532,6 (1,6) 3,0
533,9(1,4) 1,1 533,7 (1,6) 0,8
% . at total 134 13,7 14,5
Si 2p3n 102,5 (1,3) 44 - 102,5 (1,7) 1,0
Si 2pin 103,2 (1,3) 2,2 - 103,1 (1,7) 0,5
% . at total 6,6 1,5

Avec ces résultats, 1’évaluation du nombre de molécules de CB6 par rapport au nombre de molécules
de greffon n’est pas envisageable. En effet, seul le pic de cceur N1s nous permettrait de calculer ce
rapport, mais les environnements amine du greffon et carbamide du CB6 sont difficilement dissociables
en énergie.

De fagon générale, nous pouvons remarquer une diminution significative de la largeur a mi-hauteur des
composantes du CB6 dans le cas du complexe. Cette observation peut étre le résultat d’une organisation

a I’échelle locale issue éventuellement d’une interaction entre le greffon et le macrocycle.

A ce stade de la caractérisation XPS, nous avons pu dans un premier temps identifier les
environnements caractéristiques de la silice, du greffon et du CB6. Par la suite, nous avons pu mettre en
évidence ces différentes composantes sur les spectres XPS du complexe. Les interactions
supramoléculaires mises en jeu dans la formation de ce complexe sont des interactions du type ion-
dipéle trop faibles pour induire un déplacement chimique significatif sur les spectres XPS Cls et N1s.
Seule la diminution de la largeur des composantes associées au CB6 pourrait €tre une indication de la

complexation. Ainsi, dans la suite de ce travail, ’XPS nous permettra d’identifier la présence des deux
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entités organiques a la surface des nanoparticules méme si les spectres Cls et le N1s restent ici difficiles
a interpréter. Pour identifier les interactions intervenant au sein du [2]pseudorotaxane, d’autres
techniques de caractérisation devront étre mises en ceuvre comme la résonance magnétique nucléaire

(RMN).
b. Les nanoparticules cceur-coquille fonctionnalisées
i. La coquille de SiO, mésoporeuse des NS@mSi

Les nanoparticules NS@mSi ont été caractérisées avant la fonctionnalisation pour rendre
compte de la composition de surface. Les énergies de liaisons des pics de cceur Si2ps» et Ols (Tableau

I11-6) sont identiques a celles du matériau de référence SiO, analysé.

ii. Les nanoparticules NS@mSi fonctionnalisées
ii.1. Greffage (NS(@mSi-gref)- Analyse des pics de coeur Si2p et Ols

Concernant la fonctionnalisation de surface des nanoparticules par le greffon, les nanoparticules
conservées pour la suite du travail (synthése n°2) ont été caractérisés par XPS. Les pics de cceur Si2p et
Ols sont présentés dans la Figure III-22. Il est relativement complexe de distinguer les atomes de
silicium de la coquille de silice, de ceux du greffon. Le spectre Si2p correspond donc a un signal moyen.
De la méme manicre, la difficulté a traduire I’ensemble des environnements chimiques du spectre Ols
de ces systemes complexes nous a amené a considérer une réflexion sur la seule base des profils

expérimentaux des pics.

I -
a) Si 2p
1
1
1
}
NS@mSi .
1
1
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NS@mSi-gref I I
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N T — 71T
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Figure III-22 : Pics de cceur XPS Si2p et Ols avant (a, ¢) et aprés greffage (b, d)
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Avec le greffage, les pics de ceeur XPS Si2psp» et Ols se déplacent vers les basses énergies de liaison
(Tableau III-6). Cet effet traduit la modification de I’environnement d’une partie des atomes de silicium
et d’oxygene de surface. Le AEL (O1s-Si2psp) (= 429,5 eV) correspond a une valeur intermédiaire entre
celui de la silice mésoporeuse (= 429,3 eV) et celui du greffon condensé (= 429,8 eV). Devant la
difficulté a maitriser I’homogénéité de la répartition spatiale des greffons, ce greffage offre un bon
compromis entre un greffage effectif et une disponibilité relative sans la contrainte a priori d’une

possible auto-condensation.

ii.2. Nano-systemes complets (NS@mSi-valve)

La fonctionnalisation complete, réalisée apres interaction des greffons avec le macrocycle CB6,
est mise en évidence par I’évolution des pourcentages atomiques (Tableau I1I-6). En effet, les quantités
de silicium et d‘oxygene détectées diminuent respectivement de 31,9 % at. 4 24,0 % at. et de 53,6 % at.
a2 42,6 % at. alors que celle en carbone augmente de 14,5% at. a 24,9 % at. De plus, I’azote initialement
détecté en faible quantité des la premiere étape de la fonctionnalisation, voit son pourcentage atomique
augmenter significativement apres ajout du macrocycle. L’analyse quantitative confirme donc un

recouvrement de surface.

Tableau III-6 : Energies de liaisons et pourcentages atomiques des pics de ceeur XPS Cls, N1s, Ols et Si2p
des nanoparticules NS @mSi, NS @mSi-gref et NS@mSi-valve

NS@mSi NS@mSi-gref NS@mSi-valve
Pics de EL (eV) (fwhm % at. EL (eV) (fwhm % at. EL (eV) (fwhm % at.
coeur (eV))? (eV))? (eV))?
285,0 (1,5) 9,3 285,0 (1,7) 10,8 285,0 (1,8) 7,9
Cls 286,1 (1,5) 33 286,4 (1,7) 49 286,0 (1,8) 3,8
287,4 (1,5) 1,4 288,2 (1,7) 1,4 287,7 (1,8) 8,5
289,1 (1,5) 0,5 289,3 (1,8) 4,7
% . at total 14,5 17,1 24,9
- - 399.9 (2,2) 1,5
Nls - - 400,4 (2,0) 7,8
- - 401,7 (2,2) 0,5 402,1 (2,0) 0,7
% . at total 2,0 8,5
Ols 533,5(1,8) 49,4 533,1(1,8) 47,9 532,9 (2,1) 42,6
534,8 (1,8) 42 534,3 (1,8) 3,6
% . at total 53,6 51,5 42,6
Si 2p3n 104,0 (1,7) 21,3 103,5 (1,7) 19,6 103,4 (1,8) 16,0
Si 2pin 104,7 (1,7) 10,6 104,1 (1,7) 9,8 104,0 (1,8) 8,0
% . at total 31,9 294 24,0
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L’analyse qualitative permet par ailleurs de mieux apprécier la physico-chimie de surface de la

fonctionnalisation (Figure 1I1-23).

NS@mSi-gref

d)

C-NH
NS@mSi-valve
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294 292 290 288 286 284 282 280 406 404 402 400 398 396 394
Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

Figure I11I-23 : Pics de ceeur XPS C1s et N1s des nanoparticules NS@mSi-gref (a, ¢) et NS@mSi-valve (b, d)

Le greffage reste cependant difficile a mettre en évidence par I’étude du pic de coeur Cls
(Figure I1I-23.a). La composante a 285,0 eV associée aux carbones aliphatiques C-C/C-H augmente
légerement apres greffage (Tableau III-6) et une nouvelle composante apparait a 286,4 eV assimilable
a des groupements type C-N/C-O mais elles ne témoignent pas clairement de la présence du
diaminoalcoxysilane. A I’inverse, la détection d’un signal N1s aprés greffage avec deux composantes a
3999 eV et 401,7 eV correspondant respectivement aux  groupements — amines
(-CH»-NH-CH,-/-CH>-NH>) et ammoniums (-CH,-NH,*-CH»-/-CH>-NH3*) du greffon en accord avec
la référence de greffon protoné, confirme la premiere étape de la fonctionnalisation (Figure III-23.c).
Nous pouvons remarquer que la majorité des groupements amines du greffon est présente a la surface
des nanoparticules sous la forme basique non protoné du fait de la réalisation de la synthese en milieu
anhydre.

Apreés fermeture des nanovalves, le pic de ceeur Si2p est repéré a la méme énergie de liaison (Tableau
I11-6) attestant de la conservation du greffage. Les pics de cceur Cls et N1s des nanoparticules NS@mSi-
valve sont trés similaires a ceux obtenus pour I’échantillon référence greffon*/CB6. Tout d’abord, le
spectre Cls présente les quatre mémes composantes a 285,0 eV, 286,0 eV, 287,7 eV, 289,3 eV, les deux

derniéres a haute énergie de liaison étant caractéristiques du CB6 (Figure I11-23.b). Le pic de cceur N1s
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met en évidence deux environnements (Figure II1-23.d). Comme pour la référence, la composante
majoritaire a 400,4 eV correspond en grande partie aux groupements carbamides du CB6 mais
également aux groupements amines du greffon dans le cas ot ils ne sont pas protonés. Celle a plus haute
énergie de liaison (402,1 eV) est significative de la présence de groupements ammoniums du greffon
(-CH»-NH,*-CH,-/-CH>-NH3*). D’un point de vue quantitatif, la steechiométrie C2/C3/N1 du CB6 est

conservée (Tableau III-6).

Ces résultats confirment donc la présence du greffon et du CB6 a la surface des nanoparticules.
Dans la suite de ce travail, nous avons décidé de caractériser les nanoparticules fonctionnalisées en RMN
des solides afin d’essayer d’obtenir des informations plus précises sur la formation du complexe ou non
a la surface des nanoparticules. Une premiere étude en RMN des liquides des matériaux références sera
présentée initialement, afin de mettre en évidence des modifications spectrales spécifiques du greffon et
du macrocycle lors de la formation du complexe. L’analyse de ces systémes sera également réalisée en
RMN des solides, et enfin les nanoparticules fonctionnalisées seront caractérisées.

Les principes fondamentaux de la RMN sont détaillés en Annexe (Annexe A.2.ii, p.221).

2. Analyse par RMN des quuides et des solides des nanoparticules

a. Etude préliminaire des matériaux de référence par RMN des liquides

Dans la littérature, les interactions a 1’origine des assemblages supramoléculaires, entre une
molécule «invitée » organique chargée positivement et un macrocycle « hote », sont généralement
mises en évidence par des expériences de RMN des liquides 1D 'H**?" et 2D 'H-'"H ROESY!**2% ou
NOESY™, ces deux dernieres permettant de sonder la proximité spatiale (< 5 A) entre molécules.
Concernant la famille des cucurbit[n]urils, la cavité interne constitue une région de blindage des protons.
Les déplacements chimiques des atomes d’hydrogeéne des molécules invitées résidant a 1’intérieur de
cette cavité sont généralement décalés d’environ 1 ppm vers les hauts champs magnétiques!®®!. Les
atomes d’hydrogéne situés plus proche des portails mais dans la cavité du CB sont plus faiblement
impactés (décalage de -0,1 a -0,8 ppm). Enfin, les protons situés hors de la cavité sont légerement
déblindés (déplacement vers les bas champs, jusqu’a 0,7 ppm), et ce déplacement devient d’autant plus
faible que la distance entre I’atome d’hydrogéne et le portail augmente!'®!. D’apreés la littérature!®®, les
formes « libre » et « complexée » de la molécule invitée peuvent étre simultanément observées sur le
spectre RMN 'H des liquides ; ainsi le processus d’échange entre ces deux formes est relativement lent

a I’échelle de temps de la RMN.

137



CHAPITRE III

Pour plus de clarté lors de la présentation des résultats, les protons du greffon/greffon™ et du CB6 seront

identifiés comme indiqué dans la Figure I1I-24.
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protoné =
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Figure I11-24 : Identification des protons des molécules : a) greffon/greffon* et b) CB6

Les spectres RMN 'H du greffon* et du CB6 obtenus en solution dans le DO sont présentés dans la

figure suivante (Figure I1I-25).
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Figure II1-25 : Superposition des spectres RMN 'H en solution dans le D20 de a) CB6, b) greffon*/CB6 et
¢) greffon*

L’attribution des signaux du spectre 'H du greffon® a été réalisée sur la base de 1’étude de plusieurs
spectres RMN des liquides : 1D *C, 2D 'H-'3C HSQC (constante de couplage de type 'J), 2D 'H-13C
HMBC (], 3J), 2D 'H-*?Si HMQC ('J) (Annexe, p.160-165). Ainsi, sur le spectre 'H du greffon®
(Figure III-25.c), le pic qui se présente sous la forme d’un triplet a 1,03 ppm est attribuable au
groupement CH; de I’éthanol qui résulte de I’hydrolyse du greffon. Le quadruplet autour de 3,50 ppm

correspond lui au groupement CH> de 1’éthanol. Les signaux a 1,30 ppm et 1,50 ppm correspondent
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respectivement aux protons aliphatiques c/c’ et b/b’. Le singulet repéré a 2,42 ppm est caractéristique
du proton d. Enfin, les résonances centrées autour de 2,85 ppm et 2,94 ppm sont attribuables aux protons
a’ et a respectivement. L’ensemble des autres pics visibles sur le spectre correspondent a des impuretés

présentes dans le produit de commercial de départ.

L’attribution du spectre "H du CB6 est plus facile du fait de la symétrie de la molécule. En effet, le plan
de symétrie équatorial du macrocycle implique seulement trois protons a identifier sur le spectre RMN
'H (Figure III-24). Les protons notés H; et H> correspondent respectivement au proton interne (dirigé
vers I’intérieur du macrocycle) et externe (dirigé vers 1’extérieur du macrocycle) du groupement CH»
liant deux unités glycoluril tandis que le proton H; correspond au proton du groupement CH de I’unité
elle-méme. Les deux protons du groupement CH, étant non équivalents, leur signal RMN se présente
sous la forme d’un doublet autour de 5,6 ppm pour H; et 4,2 ppm pour H-. Le proton H; est caractérisé

par un singulet a 5,5 ppm (Figure I11-25.a).

La formation du complexe greffon*/CB6 en solution a dans un premier temps pu &tre démontrée par
RMN des liquides 'H. En effet, le spectre (Figure I11-25-b) met en évidence un faible blindage des
protons a et @’ (-0,04 ppm) tandis que le proton d est 1égérement déblindé (+0,25 ppm). D’un autre coté,
les protons b, b’, c et ¢’, situés dans la cavité, sont fortement blindés (-0,90 ppm), ce qui est en accord
avec la littérature!?®!,

La complexation a également une incidence sur les résonances du CB6. En effet, le singulet
correspondant a H; se blinde 1égerement (-0,04 ppm) tandis que les doublets associés aux protons H; et
H; se démultiplient avec I’interaction (Figure I1I-26).
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Figure II1-26 : Spectres RMN 'H en solution dans le D20 de a) CB6 et b) greffon*/CB6 - Zoom
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L’inclusion d’une molécule dans la cavité du CB6 provoque la perte du plan de symétrie équatorial et
donc les protons H; et H» de chaque portail ne sont plus équivalents ce qui est a I’origine d’une

démultiplication des signaux (Figure III-26-b).

Enfin, nous pouvons affirmer que le greffon en solution est uniquement présent sous sa forme
complexée. En effet, la complexation étant relativement lente par rapport a I’échelle de temps de la
RMN, si les deux formes étaient présentes nous aurions observé deux pics pour les protons b/b’ et c/c’
respectivement. Il en est de méme pour le CB6 car dans le cas ot il resterait une part de forme libre, un

pic associé A Hj serait observé a 5,5 ppm comme démontré par Masson et al.l*”!

Afin d’appuyer ces premiers résultats, nous avons réalisé une expérience 2D '"H-'H ROESY qui permet
la mise en évidence de la proximité spatiale entre molécules (< 5 A). Rappelons que le CB6 posséde une
cavité d’environ 5,8 A de diamétre interne et deux portails de 3,9 A de diametre. Par conséquent lors de
I’inclusion de la molécule invitée, la distance entre les protons du CB6 et ceux de 'invité devrait

permettre I’observation de signaux par effet NOE.

Le spectre 2D 'H-'H ROESY présenté en Figure I11-27 met en évidence plusieurs pics de corrélation
hors diagonale : entre les protons a, a’, b, b’, ¢, ¢’, d du greffon et les protons H; du CB6. Nous pouvons
également observer des pics de corrélation entre les protons H; du CB6 et les protons aliphatiques b, b,
¢, ¢’ du greffon suggérant une distance dans I’espace inférieure 2 5A (résultat déja reporté dans la
littérature!®®). A I’inverse, aucun pic de corrélation n’apparait entre le proton H> du CB6 (dirigé vers
I’extérieur) et les résonances du greffon. Ces résultats confirment la formation du complexe c’est-a-dire

I’inclusion du greffon dans la cavité du CB6.
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Figure III-27 : Spectre RMN 2D 'H-'H ROESY du complexe greffon*/CB6 dans D20- a) Spectre complet
et b) Zoom de la zone encadrée
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Nous avons également effectué une expérience de type "H DOSY qui permet de mesurer les coefficients
de diffusion d’un mélange de plusieurs espeéces en solution et donc de mettre en évidence des
phénomenes d’association. Le spectre présenté dans la Figure III-28 montre que I’ensemble des
résonances du greffon* et du CB6 est associé a un seul coefficient de diffusion (2,2.10'° m%/s),
significativement plus faible que celui de chaque entité sous sa forme libre (coefficient de diffusion

mesurés par DOSY pour le greffon*: 3,7.10'° m%s, pour le CB6 : 2,5.10'° m?/s).

I

D (x10-19 m¥/s)

& (ppm)
Figure III-28 : Spectre DOSY 'H du complexe greffon*/CB6 dans D20
A travers cette étude préliminaire par RMN des liquides 'H nous avons pu tout d’abord identifier les
résonances de chacun des sous-systémes constituant les nanovalves. Par la suite, nous avons pu mettre

en évidence les principales modifications spectrales caractéristiques de la formation du complexe soit :

- le blindage des protons aliphatiques b, b’, c et ¢’ du greffon lors de son inclusion dans la cavité du
CB6

- la démultiplication des doublets des protons H; et H> du CB6 du fait de la perte du plan de symétrie
équatorial avec la complexation.

Enfin, la proximité spatiale entre les protons du greffon et essentiellement le proton H; du CB6 a pu étre

démontrée par effet NOE.

La suite logique de cette étude est de prouver la formation du complexe greffon*/CB6 a la surface des

nanoparticules fonctionnalisées ce qui fait appel a la RMN des solides, I’échantillon se trouvant sous

forme de poudre (non soluble dans I’eau).

b. Caractérisation par RMN des solides »Si, C et 'H
i. Analyse par RMN des solides *Si

Afin de moyenner les interactions anisotropes prédominant en RMN des solides, nous avons utilisé la
technique de rotation rapide (10 kHz) de I’échantillon a I’angle magique B= 54,74° (Magic Angle
Spinning, MAS) (Annexe A.2.ii, p.226).
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Dans un premier temps, nous avons étudié le noyau *Si afin de confirmer le greffage du
diaminoalcoxysilane a la surface des nanoparticules, déja mis en évidence par XPS. En effet, la RMN
du ?Si est particuliérement intéressante puisqu’elle permet de caractériser le taux de polycondensation
des atomes de silicium dans la silice ou dans les matériaux hybrides organiques-inorganiques siliciés.
Le noyau *Si est peu abondant (4,7%) et posséde un temps de relaxation assez long ce qui en fait un
noyau difficile a exploiter. Pour cette raison, on a généralement recours a des séquences d’aquisition
avec transfert de polarisation (Cross Polarization CP) entre les atomes d’hydrogéne et 1’atome de
silicium. Il devient alors possible de différencier les différents types d’atomes de silicium présents dans
le systéme. Par exemple, dans le cas de I’hydrolyse-condensation du tétraalcoxysilane (Si(OR)4 avec R=
H ou C,Han+1), il est possible d’obtenir 5 types d’atomes de silicium différents (notés Q" avec n le nombre

de liaison Si-O-Si) selon le taux de polycondensation (Figure I11-29).

i oS o _Si D..---'Si 3{\ gt
I=='~'-1*=-s'.fi RDHEE; F‘.C}-Sjri Rmﬁgi O"""Ji
/~~0OR /. "~OR /o £ / O
RO RO RO | .0 I o |
si— ; Si— :
Si Si ' Si
Qe Q! Q? Q? Q4

Figure II1-29 : Identification des structures des cinq types d’atomes de silicium (Si(OR)4) différents en
fonction du taux de polycondensation

Dans le cas d’un précurseur du type R’Si(OR)3, il existe quatre types d’atomes de silicium (noté T" avec

n le nombre de liaison Si-O-Si) possible selon le taux de polycondensation (Figure I1I-30).

Si Si i
[ 7 7 -
R'—g; R'—g; R'—g; FQ'“‘Hs/i
/ TSOR / TSOR / O / o
RO RO RO |
. e I
Si Si Si
TO T1 T2 T3

Figure III-30 : Identification des structures des quatre types d’atomes de silicinm (R’Si(OR)3) différents
en fonction du taux de polycondensation

De la méme maniére, on associera les signaux D’ D! et D? pour un précurseur du type RiR>Si(OR), et

les signaux M° et M! pour un précurseur RiR2R3Si(OR).
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Ainsi, ’ensemble de ces signaux correspondent a des déplacements chimiques distincts en RMN du 2°Si

(Figure 1I1I-31).

0 4
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Figure I11-31: Les déplacements chimiques en RMN Si

Le spectre RMN CP-MAS 'H-?°Si des nanoparticules NS @mSi est présenté dans la Figure 111-32.a. Des
résonances intenses a -91, -101 et -110 ppm, qui correspondent respectivement aux atomes de silicium

du type Q% Q° et Q% peuvent étre observées.
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Figure III-32 : Spectres RMN des nanoparticules NS@mSi: a) CP-MAS 'H-?’Si et b) ’Si déconvolué

L’évaluation quantitative du degré de polycondensation ne peut étre réalisée via les spectres CP-MAS
car le transfert de polarisation utilisé afin d’amplifier le signal n’est pas quantitatif. Il faut donc utiliser
les spectres 2°Si obtenus sans transfert de polarisation. Aprés déconvolution du signal (Figure I11-32.b)
(al’aide du logiciel MestRe-C®), une estimation correcte des taux de polycondensation du silicium peut
étre obtenue. Le ratio Q*Q*Q*est égal a 4:43:53 pour les nanoparticules NS@mSi démontrant ainsi
que la silice est relativement bien condensée (87% des fonctions Si-OR de départ ont donné lieu a un

pont siloxane Si-O-Si) mais également que les groupes Si-OH simples sont les especes silanols qui
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dominent dans le matériau (signaux Q®> Q?). Ces résultats sont en accord avec les données de la
littérature pour des matériaux mésoporeux!**=11,

Sur le spectre RMN CP-MAS 'H-*Si (Figure I11-33) des nanoparticules greffées NS@mSi-gref, on
retrouve les résonances a -91 ppm (Q?), -101 ppm (Q%) et -110 ppm (Q*). Les signaux de type T se
distinguent a peine du bruit de fond ce qui démontre que la quantité d’atomes de silicium de type T est

tres faible par rapport aux atomes de type Q.
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Figure I1I-33 : Spectre RMN ?Si CP-MAS des nanoparticules NS @mSi-gref

Deux hypothéses peuvent étre avancées pour justifier I’absence des signaux T :

- soit le nombre d’atomes de silicium en volume est trés important par rapport a ceux en surface
impliquant donc que le nombre d’atomes de silicium pouvant participer au greffage est relativement
faible.

- soit le taux de greffage est tres faible.

Néanmoins, d’apreés les analyses BET, le greffage conduit a une diminution significative de la surface
spécifique et du volume poreux. La premiere hypothese semble donc plus probable. Des analyses

thermogravimétriques permettraient de répondre a cette question.

ii. Analyse par RMN des solides "*C (CP-MAS)

Pour les matériaux hybrides organiques-inorganiques, la RMN du "*C devient également un
outil intéressant pour caractériser la partie organique de I’hybride. Afin d’étudier plus précisément les
nanovalves, nous avons réalisé des expériences RMN *C CP-MAS. Dans un premier temps, le greffon
protoné ainsi que la CB6 ont été analysés afin d’identifier les différents signaux et dans un second temps

les nanoparticules greffées ont été caractérisées.
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ii.1.  Caracterisation des composes de reference :
greffon protone (greffon™) et macrocycle (CB6)

L’attribution des signaux sur les spectres *C CP-MAS des composés de référence greffon* et CB6

(Figure I11-34) a été réalisée sur la base de leur étude par RMN des liquides.
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Figure I11-34 : Spectres RMN 3C CP-MAS a) du greffon* et b) du CB6

Sur le spectre RMN *C CP-MAS du greffon protoné (Figure I11-34.a), les pics 2 18,3 ppm et 59,1 ppm
correspondent respectivement aux groupements CH; et CH> de la fonction ethoxy du greffon protoné.
Le pic large a 27,5 ppm est caractéristique des carbones aliphatiques b/b” et ¢/c’. Les résonances a
32,6 ppm et 51,7 ppm sont attribuables aux carbone d et a respectivement. Enfin, pour 1’atome de
carbone a’, deux résonances a 40,0 ppm et 41,3 ppm sont observées.

Ce dédoublement des raies a déja été mis en évidence dans la littérature'*>¥ dans le cas du greffage du
3-aminopropyltriéthoxysilane (APTES). Il est attribué a la formation de liaisons hydrogene impliquant
le groupement amine terminal.

Concernant le spectre 3C CP-MAS du CB6 (Figure I1I-34.b), il met en évidence trois résonances a
52,5 ppm, 70,2 ppm et 155,4 ppm qui sont caractéristiques des groupements CH» (C), CH (B) et C=0

(A). La plupart des signaux "*C caractéristiques du greffon* et du CB6 ne se superposent pas (sauf les
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carbone a du greffon* et C du CB6) ce qui permet d’identifier sans ambiguité les deux molécules a la

surface des nanoparticules.

ii.2.  Nanoparticules fonctionnalisées (NS@mSi-gref et NS@mSi-valve)

Sur le spectre RMN "*C CP-MAS des nanoparticules NS@mSi-gref (Figure I1I-35.a), I’ensemble des

résonances du greffon sont observées (Tableau III-7).
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Figure III-35 : Spectres RMN 3C CP-MAS des nanoparticules a) NS@mSi-gref et b) NS@mSi-valve

Les atomes de carbone a et a’ sont caractérisés par des pics assez larges qui résultent ici des interactions
entre les amines et les silanols de surface. Ces signaux traduisent a la fois les organisations multiples du
greffon a la surface des nanoparticules et peut étre également la présence de greffon physisorbé (li€ a la
surface par des interactions faibles). De plus, les résonances correspondant aux fonctions éthoxy
(-Si-OCH,CH5), repérées a 17,9 ppm et 58,3 ppm, sont observées ce qui signifie que celles-ci n’ont pas
totalement réagi avec les Si-OH de surface en accord avec les résultats de la littérature!'®!. Enfin, le pic
situé a 165,1 ppm est attribuable a des résidus de diméthylformamide (DMF) physisorbé dans les
mésopores de la coquille de silice qui est difficile a éliminer en totalité du fait de son haut point

d’ébullition.
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Apres avoir caractérisé les nanoparticules greffées, nous avons ensuite étudié le systeme complet
NS@mSi-valve. Le spectre RMN 3C CP-MAS est présenté dans la Figure III-35.b. Tout d’abord,
I’ensemble des résonances associées au greffon se retrouvent sur le spectre ce qui signifie que 1’étape
de complexation ne modifie pas la fonctionnalisation de surface des nanoparticules. L.’atome de carbone
a’ présente toujours de multiples résonances ce qui démontre que I’interaction entre le greffon et la
surface demeure. La résonance associée a I’atome de carbone a est masquée par la présence du CB6. En
effet, les résonances situées a 51,8 ppm, 70,5 ppm et 156,1 ppm correspondent respectivement aux
groupements CH, (C), CH (B) et C=0 (A) du CB6 en accord avec le spectre de référence du macrocycle
(Figure 11I-34.b).

Tableau II1-7 : Déplacements chimiques RMN !3C associés aux nanoparticules
NS @mSi-gref et NS@mSi-valve

BC NS @mSi-gref NS @mSi-valve
% (ppm) o (ppm)
-OCH,CHj3 17,8 18,0
b/b’, ¢/c’ 26,2 26,1
d 33,7 34,1
a’ 42,6 42,7
a 50,1

-OCH,CHj3 58,3 59,0
C - 51,7
B - 70,6
A - 156,6
DMF 165,1 164,6

A ce stade de la caractérisation par RMN des solides, ’étude des noyaux #Si et *C nous a permis de
montrer que le diaminoalcoxysilane était greffé a la surface des nanoparticules, que 1’ensemble des
fonctions éthoxy du greffon n’était pas condensé et enfin que le greffon s’organisait de plusieurs
manieres a la surface des nanoparticules via probablement des interactions faibles entre les fonctions
amines et les silanols de surface. Les expériences RMN *C CP-MAS ont également démontré la
présence du CB6. Ainsi, ’ensemble des résultats obtenus par RMN des solides sont en accord avec ceux
obtenus en XPS.

Comme nous 1’avons vu dans 1’étude préliminaire en RMN des liquides mais également au travers de la
littérature, le noyau 'H est généralement le noyau le plus étudié pour la mise en évidence de la formation
du complexe en solution. Néanmoins, en RMN des solides, le proton n’est pas le noyau de choix car les
interactions anisotropes (en particulier les couplages dipolaires 'H-'H) élargissent les résonances ce qui

ne permet pas de différencier les environnements chimiques. La rotation a I’angle magique (54,74°) de
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I”échantillon permet de moyenner ces interactions mais des vitesses de rotation trés importantes doivent
étre utilisées.

Ainsi, nous avons réalisé des expériences RMN "H MAS en augmentant la vitesse de rotation du rotor
(60 kHz) afin d’identifier le blindage des protons aliphatiques du greffon dans le cas de la formation des
nanovalves a la surface des nanoparticules. Les spectres 'H MAS des systemes greffon*/CB6, NS @mSi-

gref et NS @mSi-valve sont présentés dans la Figure I11-36.
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Figure II1-36 : Spectres RMN 'H MAS des systémes a) NS@mSi-gref, b) greffon*/CB6 et
¢) NS@mSi-valve

Sur le spectre RMN "H MAS des nanoparticules NS@mSi-gref (Figure I1I-36.a), le pic a 5,7 ppm est
caractéristique des groupements silanols ainsi que de la présence d’eau. Les protons associés aux
groupements amines se distinguent par RMN 'H des solides a 7,8 ppm. Entre 0 et 4 ppm, plusieurs
structures de signaux sont identifiées. Les pics a 0,9 ppm et 3,4 ppm correspondent respectivement aux
protons des groupements CH- et CH; des fonctions ethoxy du greffon (—Si-OCH2CH3) n’ayant pas réagi
en accord avec le spectre RMN °C. La plus fine largeur de ces pics traduit une dynamique plus grande
de ces groupements. Le massif centré autour de 1 ppm correspond aux protons aliphatiques du greffon
b, b’, c, ¢’ tandis que celui centré autour de 2,6 ppm est attribuable aux protons a, a’ et d.

Le spectre RMN 'H MAS du systeme référence greffont/CB6 présente plusieurs résonances
(Figure I1I-36.b). Le pic le plus intense a 4,3 ppm correspond aux protons H> du CB6 et treés certainement

a de I’eau tandis que celui a 5,7 ppm est attribuable a la fois aux protons H; et H; du CB6. L’ensemble
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des autres résonances correspondent donc aux protons du greffon avec les groupements ammoniums qui
apparaissent a 6,6 ppm et le pic a 2,7 ppm qui correspond aux protons a, a’ et d. Enfin, dans la zone de
fréquence des protons aliphatiques, deux pics sont identifiables a 0,4 et 1,3 ppm. Le pic le plus intense
a 0,4 ppm correspond aux protons aliphatiques de molécules de greffon situées dans la cavité du CB6
tandis que celui a 1,3 ppm est caractéristique des protons b, b’, ¢, ¢’ de molécules de greffon libres en
accord avec le spectre RMN 'H MAS des nanoparticules NS @mSi-gref (Figure I1[-36.a). Ainsi, les deux
formes du greffon, libre et complexée, sont présentes dans 1I’échantillon greffon*/CB6 sous forme de
poudre dans des proportions différentes. Ce premier résultat montre qu’il est donc possible de démontrer
par RMN des solides la formation du complexe entre le greffon et le macrocycle.

Néanmoins, le méme échantillon, dissous dans le DO et analysé par RMN 'H des liquides avait montré
une complexation totale des molécules de greffon. Ainsi, la précipitation de I’échantillon modifie I’état
de complexation des molécules de greffon.

Concernant le spectre 'H MAS du syst¢éme NS @mSi-valve, une premiére remarque concerne le pic trés
intense autour de 4,7 ppm qui correspond a I’eau adsorbée ainsi qu’aux groupements silanols, et qui
masquent totalement les résonances 'H du CB6. Le pic a 2,9 ppm est assigné aux protons a, a” et d en
accord avec les spectres des systemes NS @mSi-gref et greffon*/CB6. Pour les protons aliphatiques du
greffon, deux pics sont la encore observés a 0,4 ppm et 1,3 ppm. A D’inverse de la référence
greffon*/CB6, le pic majoritaire est dans ce cas celui correspondant au greffon sous sa forme libre
impliquant qu’une grande partie des greffons n’est pas complexée a la surface des nanoparticules. En
accord avec ce résultat, le pic correspondant aux groupements amine/ammonium est repéré a 7,9 ppm,
soit a plus haute fréquence par rapport a I’échantillon greffon*/CB6. Néanmoins, la résonance de ces
groupements dans le cas du greffon complexé attendu autour de 6,6 ppm n’est pas visible. Elle est
probablement masquée soit par le pic de I’eau ou alors par les couplages dipolaires proton-proton qui
réduisent la résolution spectrale en RMN des solides.

Pour confirmer ces résultats, nous avons réalisé une étude RMN 2D 'H-'H MAS a double quanta (DQ)
(expérience RMN bidimensionnelle filtrée a double quanta). Nous avons utilisé la séquence BaBa2Rot
qui permet de détecter des protons qui sont en interaction via des couplages dipolaires (a travers 1’espace
<5 A). L’idée ici est d’essayer de mettre en évidence les corrélations entre les protons a, a’, b, b’, ¢, ¢’,
d du greffon et le proton H; du CB6 comme identifiées lors de I’expérience RMN 'H-'H ROESY en

solution.
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Le spectre RMN 2D 'H-'H DQ MAS du complexe greffon*/CB6 est présenté sur la Figure 111-37. Sur
le spectre bidimensionnel de corrélation, les déplacements chimiques donnés en abscisse (dimension
simple quantum : 1Q) sont ceux d’un spectre RMN 'H classique tandis qu’en ordonnée (dimension
double quanta : 2Q), les valeurs numériques correspondent a la somme des déplacements chimiques des
protons qui correlent par couplage dipolaire entre eux. Les tches qui apparaissent sur la diagonale sont
des taches d’autocorrélation (repérées en rouge par les lettres A, B, C, D et E) qui résultent des couplages
dipolaires existant entre deux protons équivalents. Ce sont donc les tiches hors diagonale qui
renseignent sur les proximités spatiales entre deux protons différents.
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Figure II1-37 : Spectre RMN 2D DQ-MAS 'H-'H du systéme greffon+/CB6

Considérant une cohérence DQ entre le proton H; du CB6 et les protons du greffon, nous devrions
observés des taches de corrélation a (0,4 ;(0,4+5,7) ppm) et (2,8 ;(2,8+5,7) ppm) soit a (0,4 ;6,1 ppm) et
(2,8 ;8,5 ppm) or celles-ci ne sont pas visibles sur le spectre enregistré.

Huit taches sont repérées hors diagonale (identifiées par les lettres F, G, H, I, J, K, L, M) et leur
attribution, réalisée sur la base des déplacements chimiques identifiés sur le spectre 'H MAS
(Tableau III-8), montre que I’ensemble de ces tiches associe des protons d’une seule espece chimique.

Par exemple, la tache I (0,4 ; 7,0 ppm) et par symétrie la tiche H (6,6 ; 7,0 ppm) correspondent au
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couplage dipolaire entre les protons aliphatiques du greffon complexé b/b’/c/c’ (0,4 ppm selon I’axe
horizontal) et les protons des groupements ammoniums du greffon NH3*/NH,* (6,6 ppm selon I’axe
horizontal). De la méme maniere, la tiche M (4,3 ;10,0 ppm) (et par symétrie la tache L (5,7 ; 10,0 ppm))
correspond au couplage dipolaire entre les protons H; et H; du CB6.

Dans notre cas, aucune corrélation entre les protons du greffon et du CB6 n’a pu étre mise en évidence
par les expériences RMN 2D 'H-'H DQ MAS, I’intensité des tAches de corrélation étant probablement
trop faible par rapport aux autres. Néanmoins, les tiches A et B associées aux protons aliphatiques des
molécules de greffon respectivement complexée et libre se distinguent plus nettement sur le spectre 2D
du fait de I’étalement selon I’axe vertical, ce qui confirme la présence des deux formes du greffon.
Pour les nanoparticules NS@mSi-valve, le spectre RMN 2D 'H-'H DQ-MAS est encore plus complexe
a interpréter (Figure I11-38).

ala’ b/b’

d clc’
/
k

NH,*/NH,*

N\

T, noise
H,0
A (0,4;0,8)
B (1,3;2,6)
- 0
- 2
- 4
- 6
— N g-
e S e ; e
e — 2 8
K (3,0;9,5) 10
- 14
16
@ ......... ‘ - 18
9 8 7 6 5 4 3 5 ) . .

8 (ppm)

Figure II1-38 : Spectre RMN 2D DQ-MAS 'H-'H du systéme NS@mSi-valve

En effet, le pic de I’eau trés intense masque 1’intensité des autres signaux et conduit a une perte de
sensibilité. Néanmoins, les tdches d’autocorrélation A, B, C, D et E sont identifiées sur la diagonale
comme précédemment. Les corrélations L, M se retrouvent également. L.’ identification de la corrélation
K qui traduit le couplage dipolaire entre les protons a/a’ et les protons NH3*/NH,* du greffon de la forme
complexée confirme la présence des deux formes du greffon a la surface des nanoparticules en accord

avec ’identification des taches A et B.
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Par comparaison avec le spectre 2D 'H-"H DQ MAS du systeme greffon*/CB6, certaines tiches sont
difficilement identifiables du fait de largeur des pics, d’autres sont absentes. Des nouvelles tAches sont
également identifiées (N et O) qui sont relatives au couplage dipolaire entre les protons des amines du

greffon non complexé et les protons a/a’.

Tableau III-8 : Déplacements chimiques et attributions des tiches de corrélation (DQC) identifiées sur les
spectres 2D 'H-'H DQ MAS Greffon*/CB6 et NS@mSi-valve

Greffon*/CB6 NS @mSi-valve
8 (ppm) DQC 8 (ppm) DQC
a/a’ (G); b/b’A) ;
0,4 c/c’@A); 0,4 b/b’(A); c/c’(A);
b/b’- greffon*
NH>*/NH;3* (I)
1,3 b/b’(B); c/c’(B) 1,3 b/b’(B) ; c/c’(B) ;
0,4 b/b’(A); c/c’(A); 0,4 b/b’(A); c/c’(A);
c/c’- greffon*
1,3 b/b’(B); c/c’(B) 1,3 b/b’(B) ; c/c’(B) ;
d- greffon* 2,6 d 2,6 d
/a’ (C), b/b’(F) ;
a/a’{C) &) a/a’ (C);
a/a’- greffon* 2,8 c/c’(F); 2,8-2,9-3,0
NH>*/NH3* (K)
NH>*/NH3* (K)
H>-CB6 4,3 H; (M) 42 H;, (M)
H;-CB6 5,6 H; (D) 5,5 H; (D)
H;-CB6 5,7 H>(L) 5,7 H> (L)
a/a’ (J);, b/b’(H) ;
6,6 c/c’(H) ;
NH>"/NHj3*-
NH>*/NH;* (E)
greffon*

a/a’ (N);NH>*/NH;3*

7,3-7,9
0)

Cette étude RMN 2D 'H-'H DQ MAS n’a donc pas permis de mettre en évidence des interactions entre
le greffon et le macrocycle que ce soit pour le complexe référence ou a la surface des nanoparticules.
Néanmoins, elle permet de confirmer la présence des deux formes du greffon dans les deux échantillons

en particulier du fait de I’étalement du spectre selon I’axe vertical.

A travers la caractérisation par RMN des solides, nous avons pu étudier la complexation du
macrocycle avec le greffon a la surface des nanoparticules. Ainsi, les expériences RMN 'H MAS a
60 kHz nous ont permis de mettre en évidence que la majorité des greffons a la surface des
nanoparticules n’étaient pas en interaction avec le macrocycle. De plus, les expériences RMN

13C CP-MAS ont montré que le greffon s’organisait de plusieurs fagons a la surface des nanoparticules
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du fait d’interactions entre les groupements silanols et les amines du greffon. Des expériences du type
2D 'H-*Si HETCOR, permettant d’obtenir des informations sur la proximité spatiale (< 5 A) entre un
noyau 'H et un noyau 2°Si via les couplages dipolaires, pourraient apporter des informations
supplémentaires sur les interactions mises en jeu. Finalement ce dernier résultat pourrait expliquer que
I’ensemble des greffons n’interagissent pas avec le macrocycle.

Dans le cas ou le diaminoalcoxysilane serait greffé sous la forme d’oligoméres, il peut également exister
un effet stérique qui empéche la complexation avec le macrocycle. Le paramétre clé dans 1’élaboration
de ces nanosystémes concerne donc 1’étape de greffage.

De plus, le CB6 peut également interagir avec les silanols via des liaisons hydrogenes™ ce qui augmente
encore le nombre d’assemblages possibles a la surface des nanoparticules.

Enfin, I’ensemble de ces résultats concerne les nanoparticules a 1’état de poudre. Il serait donc
intéressant d’étudier par des séquences RMN des solides les nanoparticules en suspension dans un

environnement aqueux en solution.
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CONCLUSION

Les objectifs de ce travail étaient dans un premier temps d’¢laborer une coquille silicique
fonctionnalisée autour des cceurs (bi)métalliques afin de construire un matériau pouvant présenter des
potentialités dans le domaine de la délivrance contrdlée de médicament. Dans un second temps, il
s’agissait de caractériser les nanoparticules Au@SiO- hybrides obtenues par différentes techniques de
caractérisation, notamment en combinant XPS et RMN afin de rendre compte des mécanismes
d’interaction physico-chimiques se produisant au niveau des interfaces organiques-inorganiques et
organiques-organiques.

Dans le cadre de 1’¢laboration de la coquille silicique, nous avons adapté la méthode développée
par Yoon et al.’” qui consiste en un premier dépot de silice dense servant de couche d’accroche pour la
croissance d’une coquille mésoporeuse, et ce, afin de contrdler plus précisément 1’organisation du réseau
poreux. Le polyvinylpyrrolidone a été utilisé en tant qu’agent de couplage pour la croissance de la
coquille de silice dense. La formation et la croissance de la coquille de silice mésoporeuse a ensuite été
démontrée. Celle-ci présente une orientation radiale des pores qui est controlée par le rapport molaire
tensioactif/précurseur de silice. Cette organisation radiale est en outre d’autant plus maitrisée que la
taille de la coquille est importante. A ce stade, nous avons pu montrer que les propriétés photothermiques
du cceur étaient conservées mais également que ces nanoparticules Au@SiO, présentaient une porosité
adaptée pour I’encapsulation d’un principe actif (surface spécifique et volume poreux importants).

L’étape suivante a concerné la fonctionnalisation des nanoparticules dont la procédure, inspirée
des travaux de Zink!'"'2], a ét€ réalisée en deux phases. Le diaminoalcoxysilane a d’abord été greffé de
facon covalente a la surface des nanoparticules puis la formation des nanovalves aprés ajout du
macrocycle a conduit a I’élaboration des matériaux fonctionnels NS @mSi-valve. A chaque étape de la
procédure de fonctionnalisation, les nanomatériaux ont été caractérisés par XPS et par RMN. Les
analyses XPS ont permis de valider et confirmer le greffage a la surface des nanoparticules ainsi que la
présence du macrocycle. La RMN a précisé davantage les interactions mises en jeu au niveau des
interfaces. Une étude préliminaire en RMN des liquides nous a permis de déterminer les caractéristiques
spectrales attestant de la formation des nanovalves (complexe) en solution. La caractérisation des
nanoparticules fonctionnalisées par RMN des solides a finalement montré :

- que les greffons a la surface des nanoparticules n’étaient, en grande majorité, pas complexés

- qu’il existait différentes configurations moléculaires du greffon a la surface (interaction possible
avec la surface) qui peuvent en partie expliquer ce faible taux de complexation.

A travers cette étude, nous avons pu apprécier les potentialités mais également les limites associées a

chacune des techniques utilisées. Alors que I’interprétation des données XPS permet d’évaluer les

différents environnements chimiques de la surface des nanoparticules, la RMN semble, dans les
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conditions de ce travail, étre plus adaptée pour extraire 1’information des interactions faibles mises en

jeu dans I’assemblage des nanovalves.
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ANNEXES

Annexe III.1 : Synthese de la forme condensée et protonée du greffon

1. Forme condensée

0,5 ml de greffon est additionné a une solution constituée de 5,9 ml d’éthanol, 0,6 ml d’eau et 0,470 ml
d’ammoniaque (30%). Aprés une nuit sous agitation, la solution est lavée trois fois avec 30 ml d’éthanol.

Le surnageant est finalement éliminé et le gel récupéré est placé a I’étuve.

2. Forme protonée

234 mg de greffon ainsi que 20 ml de pentane sont introduits dans un schlenk. A I’aide d’une seringue,
5 ml d’une solution HCL.Et;O (1M) sont additionnés goutte & goutte sous agitation. A la fin de I’addition,
un précipité blanc est observable. Apres 2 h sous agitation, le surnageant est filtré et le solide est récupéré
et lavé trois fois avec 10 ml de pentane. Le produit final (poudre) est séché sous vide pendant 5 h puis

stocké en boite a gants.
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Pics de
ceeur

Cls

% at. total
Ols

% at. total
Si2p3/2
Si2pi

% at. total

Nls

% at. total

Si0O; mésoporeuse

EL (eV) (fwhm)

(eV)
285,0 (1,7)
286,6 (1,9)
288,2 (2,0)

533,3 (1,9)
534.8 (2,0)

104,0 (1,8)
104,6 (1,8)

%. At

55

1.8

0,6

7,9
53,8
4.4
58,2
22,6
11,3
33,9

Couche d’oxyde (6 nm)

sur wafer de silicium

EL (eV) (fwhm)

(eV)

285,0 (1,6)
286,9 (1,5)

533,0 (1,5)

103,6 (1,6)
104,3 (1,6)

%.
At
5.3
0,7

6,0
55,9

55,9
25,4
12,7
38,1

Annexe III.2 : Résultats des analyses quantitatives XPS

Greffon auto-condensé

EL (eV) (fwhm)

(eV)
285,0 (1,4)
286,4 (1,5)
288,1 (1,5)

532,9 (1,7)
530,8 (1,7)

103,1 (1,6)
103,8 (1,6)

399.8 (1,9)
401,8 (1,9)

%.
At
32,4
7.9
1,3
41,6
31,9
2.2
34,1
13,9
7.0
20,9
1.8
1,6
34
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Annexe III.3 : Etude par RMN des liquides du greffon

Identification des protons et atomes de carbone sur la structure chimique du greffon

Hﬁ
0
| b c’ a’
/0 f;SinH.WNHz
HAC CS d a ¢
H4C
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Spectre RMN HSQC 'H-"C du greffon dans CDCl,
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Zoom 1 du spectre RMN HSQC '"H-"C du greffon dans CDCl,
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Zoom 2 du spectre RMN HSQC 'H-"C du greffon dans CDCl,
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Spectre RMN HMBC 'H-"C du greffon dans CDCI;
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Spectre RMN "C du greffon dans CDCl,
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INTRODUCTION

Ce chapitre s’attache au développement de nanocomposites formés d’un cceur d’or et d’une
coquille hybride qui est cette fois-ci constituée d’un assemblage polymeére/silice. Ce travail se place dans
le contexte d’une réflexion menée autour d’une voie de synthése dite « bio-inspirée » utilisant des
polycations présentant une activité biologique et un caractere biocompatible capables d’interagir avec
une phase minérale pour établir un réseau bio-inorganique. En effet, comme évoqué dans le chapitre
bibliographique, certaines macromolécules biologiques sont capables d’activer la condensation silicique

et impliquent alors la structuration de systemes hybrides polymere/silice.

Pour cette étude spécifique, deux types de polymere ont été testés, la gélatine et la poly-L-lysine, qui
ont des structures et conformations moléculaires différentes ; il nous a semblé intéressant d’examiner
I’impact de ces macromolécules sur la morphologie et la structuration du réseau bio-inorganique formé
a la surface des nanoshells d’or.

L’¢laboration des nanocomposites est basée sur un procédé en deux étapes. Le polymére est d’abord
adsorbé en surface des nanoshells, puis la condensation silicique a partir de silicates de sodium est
réalisée dans un second temps afin de créer la coquille hybride. Le choix des silicates comme précurseur
silicique plutdt qu’un alcoxyde de silicium a été motivé par I’absence de production d’alcool pendant la
condensation silicique. Ceci est en effet plus conforme a une démarche d’optimisation du caractére
biocompatible des matériaux en accord avec une approche d’élaboration bio-inspirée.

Dans le cadre de 1’¢laboration de ces matériaux, il s’agissait d’évaluer I’influence du polymére
et de différents parametres de synthése sur la morphologie, la structuration et 1’état physico-chimique
des couches hybrides. La caractérisation des matériaux a été réalisée par le biais de techniques de
microscopie électronique, de diffusion dynamique de la Iumiere (DLS) et de spectroscopie
photoélectronique a rayonnement X (XPS).

La derniére partie de I’étude concerne 1’évaluation in vitro de I’effet et I’interaction de ces
nanoparticules vis-a-vis de cellules en termes de cytotoxicité et d’internalisation cellulaire. Ces
investigations ont été réalisées en collaboration avec des biologistes de notre institut (Anne-Laure
Bulteau, Chargée de Recherche CNRS et Marléne Dezest, Doctorante, toutes deux de 1’équipe IPREM-
LCABIE). Pour nous aiguiller dans cette nouvelle réflexion, nous avons également sollicité d’autres
chercheurs de la méme équipe (Stéphane Faucher, Post-doctorant et Gaétane Lespes, Professeur des
Universités) pour la détermination par ICP-MS de la concentration en or dans les échantillons préparés.
Enfin, nous avons également travaillé avec 1’équipe de recherche de Thibaud Coradin (Directeur de
recherche CNRS, LCMCP, Paris) en particulier avec Carole Aime (Chargée de recherche CNRS) et
Bernard Haye (Technicien) qui ont réalisées les coupes ultra-fines des cellules ainsi que les images de

microscopie électronique en transmission (MET).
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I. Elaboration de la coquil]e hybride polymére/si]ice

L’¢élaboration des nanoshells (cceur) est identique au protocole décrit dans le chapitre II.
La synthese de la coquille hybride se fait en deux étapes :
- L’adsorption des polymeres a la surface des nanoshells (NS) conduisant a la formation de
nanoparticules NS @polymere.
- La condensation de la silice sur les nanoparticules NS@polymere pour former les

nanoparticules bio-hybrides NS @polymere/silice

L’objectif initial est ici de valider les différentes étapes d’¢élaboration de la coquille hybride sur les
nanoshells d’or et notamment de corréler la morphologie et la structuration des matériaux obtenus a la

nature du polymere employé.

1. Adsorption du polymere (NS@polymere)

La gélatine utilisée dans ce travail est de type A (7 < pI < 9). Elle est principalement constituée
des acides aminés glycine, proline et 4-hydroxyproline (Figure IV-1.a). La masse molaire des chaines
est comprise entre 50000 g/mol et 100000 g/mol. La poly-L-lysine, qui est un poly(acide aminé)
composé d’unités lysine (Figure IV-1.b), correspond dans ce travail a des masses molaires de 30000-

70000 g/mol et est chargée positivement a pH neutre.

a) b)
0]

OH
0 0
G\KNH | NH B ]
N NH/\[( N NH;
H\ I | + HBr
0 0O
X _NH o NH/\&( | .
I NH O/// O' o}

:
“hn + —T—NH
NN o, sz&d\/
= —In

NH,,

Figure IV-1 : Structure chimique de a) la gélatine et b) la poly-L-lysine

Mode opératoire :

1) Adsorption de la gélatine : Pour la synthese des nanoparticules NS@Gel (0,1 %), 30 mg de gélatine
(type A, from porcine skin, Bloom Number 300, M,, 50000-100000 g/mol) est additionnée a 30 ml d 'une
suspension de nanoshells préalablement lavée. La solution est portée a 45°C sous agitation pendant
30 min. Les nanoparticules sont ensuite lavées (a l’eau) par des cycles de centrifugation/redispersion.
Pour les nanoparticules NS@Gel (0,2 %) et NS@Gel (1 %), les quantités de gélatine utilisées sont

respectivement 60 mg et 300 mg.
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2) Adsorption de la poly-L-lysine : 30 mg de poly-L-lysine (30000-70000 g/mol) sont ajoutés a 30 ml
d’une suspension de nanoshells préalablement lavée. La solution est conservée sous agitation pendant

2h puis les nanoparticules sont lavées (a l’eau) par centrifugation.

L’adsorption des polymeéres a la surface des nanoparticules est difficile a mettre en évidence par le biais
des techniques de microscopie électronique. D’autres outils tels que la diffusion dynamique de la
lumiere (Dynamic Light Scattering, DLS) sont adaptés pour son observation indirecte. En effet, le rayon
hydrodynamique des nanoparticules en solution varie de maniere plus significative avec 1’adsorption

des polymeres a la surface. Pour une concentration de 0,1%, les résultats obtenus sont présentés dans la
Figure IV-2.

Les courbes d’auto-corrélation, plus précisément leurs décroissances, sont directement reliées au
diametre des nanoparticules. La superposition des trois fonctions pour les nanoparticules NS, NS @ Gel

et NS@PLL montrent donc une évolution relative de la taille (Figure IV-2.a).
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Figure IV-2 : a) Courbes d’auto-corrélation et b) Distribution en taille des nanoparticules NS, NS@Gel et
NS@PLL

Cette décroissance est en théorie d’autant plus rapide que la taille des particules est petite. Les courbes
permettent de remonter a la distribution en taille (Figure IV-2.b) et le diametre semble augmenter tres
légérement pour les nanoparticules NS@PLL. L’évolution plus importante du diamétre des

nanoparticules modifiées avec la gélatine mettent en évidence le gonflement de I’hydrogel a 25°C.
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La spectroscopie UV-visible permet également de visualiser la modification de I’environnement a la
surface des nanoparticules. En effet, avec 1’adsorption des polymeres, la fréquence de résonance
plasmon des nanoshells se déplace vers le proche IR ce qui confirme I’interaction des polymeres avec

la surface d’or (Figure IV-3).
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Figure IV-3 : Spectres d’extinction UV-vis des nanoparticules ; Comparaison a) NS et NS@Gel et b) NS’
et NS’@PLL

2. Minéralisation de la coquille (NS@polymeére/SiO,)

Lassilicification de la coquille est ensuite rendue possible par I’activation de la condensation des silicates

a la surface des nanoparticules NS @polymere.

Mode opératoire :

Une solution de silicate de sodium a 60 mM est acidifiée jusqu’a pH 7. En fonction de la synthese
réalisée, un volume (cf Tableau IV-1) de cette solution est immédiatement ajouté a une suspension de
NS@polymere lavée (2 ml de NS@polymere + 8 ml H>0). La solution est conservée sous agitation

pendant plusieurs heures puis lavée par centrifugation.

Tableau IV-1 : Différents volumes de silicates mis en jeu dans les syntheses de silicification, nombre de
moles et concentration associées

Volume ajouté de n(silicates) C(silicates)
silicates (ml) (mol) (mol/l)
1 6,0.107 5,5.107
2 1,2.10* 1,0.1072
4 2,4.10* 1,7.10?

La solution commerciale de silicate de sodium est une solution concentrée, trés basique, composée

d’anions polysilicates du type (SixOy(OH),)™.
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Lorsque cette solution est diluée et acidifiée, deux processus opposés se mettent en place :

- d’un coté, la dilution de cette solution entraine la décondensation des oligomeres conduisant a
des especes plus petites jusqu’a [Si(OH)s]*.

- d’un autre cdté, la diminution du pH induit la protonation des especes ce qui favorise les
réactions de condensation entre les silanols Si-OH et/ou les groupement silanoates (Si-O") pour
former des oligomeres (Si-O-Si) et au final conduire a la précipitation de SiO».

La présence de sels ou de composés organiques a une influence sur le procédé et peut soit favoriser les
especes isolées soit la condensation.

Cette deuxiéme étape a nécessité une phase d’optimisation. En particulier, un équilibre a da étre trouvé
entre :

- une concentration en nanoparticules permettant d’éviter la formation d’agrégats mais qui soit
suffisamment importante pour favoriser la condensation des silicates et,

- une concentration en silicates qui soit relativement faible pour éviter la formation de particule

de silice en solution

Lorsque la solution de silicates de sodium acidifiée est mise en contact avec les nanoparticules NS @Gel
ou NS@PLL, la condensation des silicates et la formation de couche de silice a la surface des

nanoparticules ont pu étre identifiées par microscopie électronique.

a) [Gel] = 0,1 % b) [Gel] =0,2 %
[silicates] = 5,5.10° M [silicates] = 5,5.10° M

&7

50 nm 50 nm
c) [Gell =1,0% d) [Gel] = 0,1 %
[silicates] = 5,5.103 M [silicates] = 1,0.102 M

50 nm > 50 nm

Figure IV-4 : Images MET de nanoparticules NS@ Gel-SiO: synthétisées dans des conditions différentes
([Gel] (%)/ [silicates] (M)) : a) 0,1%/5,5.10°M, b) 0,2%/5,5.10>M, ¢) 1,0%/5,5.10>°M et d) 0,1%/1,0.10>M
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Dans le cas des systemes a base de gélatine, 1’influence de la concentration en gélatine lors de
la premiere étape de synthese et de la quantité de silicates ajoutée a été suivie. Les images de microscopie
¢électronique en transmission (MET) mettent clairement en évidence la formation d’une coquille
hétérogene en surface des particules (Figure IV-4). La concentration en gélatine semble avoir une
incidence directe sur la structure et la morphologie de la coquille.

En effet, I’épaisseur de la coquille est proportionnelle a la concentration en gélatine. A faible
concentration (0,1%) (Figure IV-4.a), 1a couche formée est relativement fine (<5 nm). A I’inverse, pour
une concentration de 1% (Figure IV-4.c), le réseau bio-inorganique n’est plus confiné a I’extréme
surface des nanoshells mais s’étend sur des distances supérieures a 50 nm. Ceci est vraisemblablement
di a une extension et/ou redissolution des chaines polymeéres en exces en solution favorisant la
nucléation silicique relativement loin de la surface des nanoshells. En outre, a concentration en gélatine
identique, I’augmentation de la concentration en silicates conduit a une hausse modérée de 1I’épaisseur
de la coquille (de 2-5 nm a 6-8 nm) comme le montre la comparaison des clichés sur les Figure IV-4.a
et d. Ces premiers résultats soulignent bien le rdle de catalyseur de la gélatine dans le mécanisme de

condensation des silicates.

Dans le cas des systemes a base de de poly-L-lysine, I’augmentation de la concentration en silicates de
5,5.10° M (Figure IV-5.a) a 1,7.10 M fait croitre I’épaisseur de la coquille de maniére modérée mais

significative jusqu’a 6 nm.

c)

50 hm

Figure I'V-5 : Images MET de nanoparticules NS@PLL(0,1%)-SiO: dont la synthése met en jeu un
concentration en silicates différentes a) [silicates] = 5,5.10° M, b) 1,0.10> M, b) 1,7.10> M
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Nous avons observé de facon générale que la coquille présentait dans ce cas précis une structure plus
homogene et dense. Ceci peut &tre a priori mis en corrélation avec les structures moléculaires des
polymeres utilisés qui vont jouer un role primordial dans les processus de biominéralisation et dans la

morphogénése de la coquille hybride comme nous le verrons dans la partie III.

II. Caractérisation XPS des nanoparticules synthétisées

Cette partie est consacrée a la caractérisation XPS des nanoparticules a chaque étape de
I’¢élaboration. Comme pour les nanoshells dans le chapitre II, la difficulté pour récupérer les
nanoparticules sous forme de poudre nous a contraints a les analyser apres le dépdt de la suspension sur
la platine porte-échantillon et sa mise a 1’étuve.

L’objectif premier consiste, comme précédemment, a obtenir les signatures chimiques (XPS) des
matériaux de référence (polymeres et nanoshells isolés) qui sont essentielles a la description des

systemes hybrides cceur-coquille.
1. Analyse des matériaux de référence
a. Les polyméres

La gélatine est principalement constituée des acides aminés alanine (Ala, ~10 %), arginine (Arg, ~9 %),
acide glutamique (Glu, ~11 %), glycine (Gly, ~28 %), hydroxyproline (4Hyp, ~13 %) et proline
(Pro, ~17 %) assemblés entre eux par des liaisons peptidiques (motif O=C-NH-C) (Figure IV-6.a)

b)
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N ‘ NH/\[( N NH,
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Figure I'V-6 : Rappel de la structure chimique principale de a) la gélatine Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-
4Hyp-Gly-Pro et b) la poly-L-lysine

Concernant la poly-L-lysine, sa structure chimique est beaucoup plus simple que celle de la gélatine

puisqu’elle correspond a la répétition d’un seul acide aminé : la L-lysine (Figure IV-6.b).
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Les spectres Cls, N1s et Ols des deux polymeres sont présentés dans la Figure IV-7.

T ‘ T | T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T
294 292 290 288 286 284 282 280 406 404 402 400 398 396 394 538 536 534 532 530 528 526
Energie de liaison (V) Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

Figure IV-7 : Pics de ceeur XPS Cls, N1s et Ols de la gélatine (a, b, c) et de la poly-L-lysine (d, e, f)

Pour la gélatine, le pic de cceur Cls (Figure IV-7.a) met en évidence quatre environnements bien
différenciés. La composante a 285,0 eV (35,3 % at.) correspond a des atomes de carbone du type
C-(C, H) attribuables principalement aux carbones aliphatiques des acides aminés. Le pic repéré a
286,4 eV (20,0 % at.) révele la présence de groupements C-(N,0). La composante a 288,2 eV
(13,0 % at.), caractéristique d’atomes de carbone dans un environnement O=C-N est directement
spécifique des liaisons peptidiques. Enfin, le pic minoritaire (1,6 % at.) a plus haute énergie de liaison
(289,2 eV), peut correspondre a la fois a des groupements acides carboxyliques, significatifs de 1’acide
glutamique, a des groupes guanidine (CN3) caractéristiques de 1’arginine ou encore a des fonctions
ammoniums de la lysine présente en faible quantité dans la gélatine. La complexité structurale du réseau
polymérique et les similitudes de certains environnements chimiques ne permet pas de donner davantage
de précisions.

Concernant le pic de coeur N1s (Figure IV-7.b), la composante la plus intense a 400,2 eV est significative
de la liaison peptidique (O=C-N). Elle correspond également aux groupes guanidine (CN3) qui d’aprés
le spectre Cls existent en tres faible proportion en relation avec la formulation du biopolymere. En
accord avec la déconvolution du spectre Cls, cette composante correspond a un pourcentage atomique
d’azote de 11,8 %. Le spectre Nls révele également deux composantes minoritaires a 398,5 eV
(0,3 % at.) et 402,1 eV (0,6 % at.) attribuables respectivement a des liaisons imines (N=C-NH) et a des

groupements ammoniums (C-NH,*).
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Enfin, le pic de cceur Ols de la gélatine présente trois composantes (Figure IV-7.c). La plus importante
a 531,8 eV fait référence aux atomes d’oxygene du type O=C-O mais surtout aux groupements
carbamides (OQ=C-N). La quantification révele un pourcentage atomique d’oxygeéne associé a cette
composante de 11,7 % en accord avec les résultats précédents. La composante localisée a 533,0 eV
(3,2 % at.) correspond a la fois a des atomes d’oxygene du type O=C-0O et C-QO. Enfin, le pic a 534,3 eV
(0,8 % at.) est attribuable a de 1’eau naturellement présente dans le réseau.

Enfin, la présence de silicium correspondant a de la contamination indésirable (1,7 % at.) est aussi
enregistrée.

Pour la poly-L-lysine, le pic de cceur Cls (Figure IV-7.d) est traduit par trois composantes
identifiées a 285,0 eV (42,1 % at.), 286,4 eV (17,1 % at.) et 288,1 eV (8,1 % at.) qui sont associées
respectivement a des environnements C-(C,H), C-(O,N) et (O=C-NH). Par ailleurs, le pic de coeur N1s
met en évidence deux composantes bien différenciées (Figure IV-7.e). Le pic repéré a plus basse énergie
de liaison (400,0 eV, 7,3 % at.) est majoritairement caractéristique des groupements amides (O=C-NH)
(mais peut aussi correspondre a une minorité de groupements amines (C-NH>)) tandis que le pic a 401,7
eV est attribuable aux groupements du type ammonium (C-NH3*). Enfin, le pic de cceur Ols est
relativement identique a celui de la gélatine (Figure IV-7.f). La composante majoritaire a 531,7 eV
(6,7 % at.) est significative de la liaison peptidique (O=C-NH). Les deux autres pics repérés a 532,9 eV
et 534,1 eV correspondent a des atomes d’oxygéne associés a de la contamination (C-O et H,O).

Tableau IV-2 : Energies de liaison (eV), largeur a mi-hauteur (fwhm) (eV) et pourcentages atomiques (%)
associés aux composantes issues de la déconvolution des spectres XPS de la gélatine et de la poly-L-lysine

Gélatine Poly-L-lysine
EL (fwhm) (eV) % at. EL (fwhm) (eV) % at. Attribution
285,0 (1,5) 35,3 285,0 (1,3) 42,1 C-(C,H)
C 1 286.,4 (1,5) 20,0 286,4 (1,3) 17,7 C-(N,0)
288.2 (1,5) 13,0 288,1 (1,3) 8,1 0=C-N
289,2 (1,5) 1,6 COOH / CN;
% at. Total C 69,9 67,9
398.5 (1,5) 0,3 - N=C-NH
N 1s 400,2 (1,5) 11,8 400,0 (1,5) 7.3 0=C-N/CN;
402,1 (1,5) 0,6 401,7 (1,5) 5.9 C-NH,*
% at. Total N 12,7 13,2
531,8 (1,7) 11,7 531,714 6,7 0=C-(N,0)
O 1s 533,0 (1,7) 3.2 532.9 (1,5) 3,0 0=C-0/C-0
5343 (1,8) 0.8 534,1(1,5) 0.7 H.0
% at. Total O 15,7 10,4
68,1 (1,3) 42
Br3d 69,2 (1,3) 2,8
% at. Total Br 7,0
Si2p - 1,7 - L5
% at. Total Si 1,7 1,5
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Ce travail préliminaire d’analyse des polymeéres isolés nous a permis de préciser les environnements
chimiques qui leur sont associés. Ces deux macromolécules sont en particulier caractérisées par la
liaison peptidique dont la signature apparait sur les pics de cceur Cls autour de 288,1 eV, N1s autour de
400,0 eV et Ols autour de 531,8 eV, en accord avec les analyses quantitatives.

Les rapports (% at. total C)/(% at. total N) calculés sont relativement proches pour les deux polymeres
(5,5 pour la gélatine et 5,1 pour la poly-L-lysine). Néanmoins, le rapport
[% at. C(O=C-N)]/[% at. total N] différencie la gélatine (= 1) de la poly-L-lysine (= 0,6 dans le cas ol

la majorité des amines sont protonées).

b. Les nanoshells

Les nanoshells seules avant adsorption des polymeres ont également été étudiées. En accord
avec les précédents résultats du chapitre 2, la composante Ag3ds, repérée a 367,9 eV est caractéristique
de I’argent métal. De la méme maniére, la composante Au4fz, du pic de cceur Audf est localisée a une
énergie de liaison de 83,9 eV significative de I’or métal (Annexe, p.196). Dans ce chapitre, comme les
nanoshells sont stabilisées par du PVP (poly(vinylpyrrolidone)), les pics de cceur Cls, N1s et Ols sont

aussi présentés a titre de référence sur la Figure IV-8.

<) R O1s

Porte-
échantillon

T Tt T T T T T T T T T T T T T T T T T T
294 202 290 288 286 284 282 280 406 404 402 400 398 396 394 538 536 534 532 530 528 526
Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

Figure IV-8 : Pics de cceur XPS des nanoshells NS stabilisées par le PVP : a) Cls, b) N1s et ¢) Ols

Rappelons que le PVP présente en effet des groupements fonctionnels semblables a la gélatine et a la
poly-L-lysine (Figure IV-9), les environnements seront donc difficiles a différencier avec cette

procédure standard de traitement mathématique.

{ Bﬁ‘“&_ﬁ o

N

Figure IV-9 : Structure chimique du poly(vinylpyrrolidone)
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En effet, le pic de cceur Cls met en évidence trois composantes déja identifiées dans les spectres Cls de
la gélatine et de la poly-L-lysine avec la reconnaissance d’atomes de carbone aliphatiques (285,0 eV),
de ceux associés aux fonctions amines (286,2 eV) et amides (288,0 eV). La signature de la fonction
amide apparait également sur le pic de coeur N1s a 399,8 eV et sur le spectre Ols a 531,5 eV. Le pic
Ols localisé a plus basse énergie de liaison (529,7 eV) est significatif d’un environnement du type oxyde
qui atteste de la détection du support porte échantillon. Enfin la composante a 533,0 eV est attribuable
a de la contamination du type C-O en accord avec les résidus de carbone oxydé identifiés sur spectre
Cls. Enfin I’analyse XPS révele la présence de chlore et de sodium en faibles quantités issues des sous-
produits de la synthese.

D’un point de vue quantitatif, I’analyse XPS révele 10,8 % at. d’argent et 8,7 % at. d’or soit un
rapport Ag/Au de 1,2 comme déja calculé dans le chapitre 2. Par ailleurs, le rapport
(% at. total C)/ (% at. total N) calculé est de 12,8 en accord avec celui trouvé pour le PVP seul (13.,5).
De plus, considérant les pourcentages atomiques de carbone (7,3 %), d’azote (4,8 %) et d’oxygene
(9,2 %) relatifs aux fonctions amides, il semblerait finalement que les composantes a 288,0 eV pour le
carbone et 531,5 eV pour I’oxygene soient également associées a une part de contamination (stirement

localisée sur le porte échantillon).

Globalement, ces résultats rendent compte de la difficulté de différencier les signatures XPS des
polymeres « biologiques » (gélatine, poly-L-lysine) de celle du stabilisant (PVP) initialement présent a
la surface des nanoshells tant les groupements fonctionnels de ces macromolécules présentent des
similitudes. Cette difficulté a par conséquent fait I’objet d’une attention particuliére dans le paragraphe

suivant consacré a la caractérisation des matériaux hybrides.

2. Analyse des nanoparticules hybrides

Les nanoparticules NS@Gel/SiO, et NS@PLL/SiO, dont la synthése met en jeu une
concentration en polymere de 0,1% et une concentration en silicates de 1,0.102 M (Figure IV-4.b et

Figure IV-5.d) ont été caractérisées par XPS a chaque étape d’¢élaboration.

a. Les nanoparticules NS@polymere

L’analyse des pics de coceur XPS Ag3dsn et Audf;, montre que les énergies de liaisons ne sont pas
modifiées apres adsorption (Annexe, p.196). Ceci rend compte des interactions faibles entre les

polymeres et les éléments métalliques (argent et or).
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Par ailleurs, la Figure IV-10 présente les spectres Cls, N1s et Ols des nanoparticules apres adsorption.

a) o Cis b) o N1s c) O1s

f)

Porte-
% &chantillon
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Figure IV-10 : Pics de ceeur XPS C1s, N1s et Ols des nanoparticules NS@Gel (a, b, ¢) et NS@PLL(d, e, f)

L’allure du pic de cceur Cls des nanoparticules NS@Gel (Figure IV-10.a) est trés semblable a celle de
la gélatine (Figure IV-7.a). Les quatre mémes composantes peuvent étre identifiées a 285,0 eV
(C-(C, H)), 286,2 eV (C-(N,0)), 287,9 eV (O=C-NH) et 288,8 eV (CN3/COOH). De plus, la proportion
de groupements du type C-(N,0) et O=C-N plus particulierement devient plus importante apres
fonctionnalisation des nanoshells au détriment des fonctions C-(C, H). Les pics de coeur N1s et Ols sont
relativement semblables a ceux de la gélatine (et du PVP) et le porte-échantillon n’est plus détecté

(absence de composante Ols a 529,7 eV).

D’un point de vue quantitatif, les pourcentages atomiques de l’ensemble des éléments détectés
n’évoluent pas de fagon significative aprés adsorption de la gélatine sauf le pourcentage atomique
d’azote, qui a quasiment doublé¢ par rapport a celui déterminé pour les nanoshells (Tableau IV-3). Cette
variation conduit d’ailleurs a des pourcentages atomiques équivalents pour les composantes associées a
I’environnement (O=C-NH) sur les pics de cceur Cls, Nls et Ols. Ainsi le rapport
(% at. total C)/(% at. total N) calculé passe de 12,8 pour les NS a 5,1 pour les NS@Gel en accord avec
celui de la gélatine (5,5).

Alors que 1’adsorption de la gélatine ne fait aucun doute, I’adsorption de la poly-L-lysine est

difficile a mettre en évidence par I’analyse XPS. En effet, I’allure des spectres Cls, N1s et Ols est trés
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similaire a celle des nanoshells stabilisées par le PVP. Toutefois, le pic de cceur N1s révéle une nouvelle
composante a 401,5 eV, certes peu intense mais déja identifiée dans le cas de I’analyse de la poly-L-
lysine (groupements du type ammoniums C-NH;3*). Le rapport (% at. total C)/(% at. total N) calculé est
de 7,7 (5,1 attendu) soit une valeur intermédiaire entre le PVP et la poly-L-lysine. La valeur du rapport
[% at. C(O=C-N)]/[%. at N total] de 1 conforte ce résultat.

Tableau IV-3 : Energies de liaison (eV), largeur a mi-hauteur fwhm (eV) et pourcentages atomiques (%)
associés aux composantes issues de la déconvolution des spectres XPS des nanoparticules NS, NS@Gel et

NS@PLL
NS NS @Gel NS@PLL
EL (fwhm) (eV) % at. EL (fwhm) (eV) % at. EL (fwhm) (eV) % at.
Ag 3 367.9 (0,7) 6,4 367,8 (0,7) 6,9 367,9 (0,7) 4,7
373,9 (0,7) 4,5 373,8 (0,7) 4,6 373,9 (0,7) 3,1
10,9 11,5 7,8
Audf 83,9 (0,7) 4.9 83,9 (0,7) 5,4 83,9 (0,7) 3,7
87,6 (0,7) 3.8 87,5 (0,7) 4,0 87,6 (0,7) 2.8
8,7 9.4 6,5
285,0 (1,5) 442 285,0 (1,6) 32,0 285,0 (1,4) 430
Cls 2862 (1,4) 10,0 286,2 (1,3) 11,2 2863 (1,4) 13,3
288.0 (1,5) 72 287.9 (1,3) 10,2 288.0 (1,4) 8,2
288,8 (1,4) 1,5
61,4 54,9 64,5
197,5 (1,0) 1,5 197.5 (0,9) 0,9
Cl 2p
199,1 (1,0) 0,7 199,1 (0,9) 0,5
2,2 14
67,9 (0,8) 0,9
Br3d
69,0 (0,8) 0,6
1,5
N Is 399,8 (1,5) 4.8 399,9 (1,5) 10,6 399,8 (1,7) 7,7
401,5 (1,8) 0,6
48 10,6 83
Na 1s 1071,3 (1,4) 0,5
0,5
529,7 (1,2) 0,0 529,7 (1,3) 0,0
Ols 531,5 (1,8) 9,2 531,4 (1,5) 9,4 531,5 (1,7) 9,3
533,0 (1,8) 2,3 532,8 (1,7) 2,8 533,0 (1,6) 2,1
11,5 12,2 11,4

Les analyses XPS permettent donc de confirmer 1’adsorption des polymeéres a la surface des nanoshells
malgré la difficulté d’interprétation des résultats (principalement dans le cas de la poly-L-lysine) due a
la présence de PVP. Notons que des analyses en RMN DOSY ont été réalisées sur ces particules sans

succes compte tenu de la taille trop importante des objets.
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b. Les nanoparticules NS@polymeére/SiO;

Apres condensation de Ia silice, les analyses de surface ont été plus difficiles a valider avec la
mise en évidence de phénomenes d’effets de charges différentiels. La configuration électronique du
systeme analysé étant celle d’une jonction métal-isolant, le signal enregistré est dépendant de la zone
analysée avec par exemple, dans certains cas, 1’observation d’une asymétrie, d’un élargissement voire
méme d’un dédoublement sur les pics de coeur des métaux.

Pour I’interprétation des résultats, nous avons donc considéré les zones d’analyse ou les pics de coeur
associés aux métaux Ag et Au étaient symétriques, ce qui justifiait a priori d’un bon écoulement des
charges au cours de I’analyse.

De maniére générale, les résultats des analyses XPS permettent de rendre compte de I’ensemble des
éléments constitutifs du systeme hybride, quel que soit le polymere mis en jeu dans le phénomene de
biosilicification. En effet, pour les deux types de nanoparticules hybrides, 1’argent et 1’or sont toujours
détectés, mais en plus faibles quantités (di a 1’ajout de silice), celle-ci étant présente a la surface des
nanoparticules (Tableau IV-4). Les énergies de liaisons des pics Au4f, et Ag3ds, ne sont pas modifiées
ce qui signifie que le coeur conserve globalement son caracteére métallique (Figure IV-11). Néanmoins,
la largeur a mi-hauteur des pics augmente (de 0,7 eV a 0,9 eV), cette évolution résultant probablement

des effets de charges induits et/ou a des environnements locaux moins bien définis.

a) Ag3d b) Audaf
| ﬁ / | NS@Gel/SiO,
f \ / \ NS@PLL/SIO,
T T T T T T — T "~ T T T T T * T T
378 376 374 372 370 368 366 364 92 90 88 86 84 82 80
Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

Figure IV-11 : Pics de ceceur XPS : a) Ag3d et b) Audf des nanoparticules NS, NS @ Gel/SiO>
NS@PLL/SiO2
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Par ailleurs, pour les deux types de nanoparticules NS @Gel/SiO, et NS@PLL/SiO,, les pics de coeur

Cls et N1s ont un profil semblable a celui enregistré auparavant (Figure IV-12).

a) C1s b) . N1s

c)

L B L A — 1 T T T T T T T T
294 292 290 288 286 284 282 280 406 404 402 400 398 396 394

Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

Figure IV-12 : Pics de ceeur XPS Cls et N1s des nanoparticules NS @ Gel/SiO: (a, b) et
NS@PLL/SiO: (c, d)

Pour les nanoparticules NS @Gel/SiO», I’environnement associé a la liaison peptidique (O=C-NH) est
toujours identifiable sur les pics Cls (a 288,0 eV) et N1s (a 400,0 eV) avec des pourcentages atomiques
relatifs identiques qui confirment cette attribution (Tableau IV-4).

Pour les nanoparticules NS@PLL/Si0», ces mémes environnements sont retrouvés mais correspondent
a la fois au PVP et a la poly-L-lysine. Le rapport (% at. C)/(% at. N) dans le cas des nanoparticules
NS @Gel-SiO; reste constant aprés 1’insertion de la silice dans la structure polymeére enchevétrée (= 5,6)
alors que pour la poly-L-lysine ce rapport devient important (= 9,4) révélant une concentration en
carbone anormalement importante. Par contre, le rapport [% at. C(O=C-N)]/[%. at N total] conserve sa

valeur de 1.

183



CHAPITRE IV

Tableau I'V-4 : Energies de liaison (eV), largeur a mi-hauteur fwhm (eV) et pourcentages atomiques (%)
associés aux composantes issues de la déconvolution des spectres XPS des nanoparticules NS @ Gel-SiO: et
NS@PLL-SiO:

NS @Gel-SiO: NS@PLL-SiO2
EL (fwhm) (eV) % at. EL (fwhm) (eV) % at.
367.9 (0,9) 1,9 367.8 (0,9) 2,9
Ag3d
373,9 (0,9) 1,3 373,8 (0,9) 2,0
3,2 4,9
83,9 (0,9) 1,6 83,8 (0,9) 2.4
Audf
87,4 (0,9) 1,2 87,5 (0,9) 1,8
2.8 4,2
285,0 (1,6) 18,3 285,0 (1,7) 21,6
Cls 286,4 (1,6) 8.4 286,5 (1,6) 4,2
288,1 (1,6) 5,8 288,1 (1,7) 33
32,5 29,2
67,9 (1,0) 0,4
Br3d
68,9 (1,0) 0,3
0,7
Nls 400,0 (1,7) 5,8 399.9 (2,1) 3,1
5,8 3,1
Ols 531,1 (1,8) 2,6 530,6 (1,8) 2,2
532,7(1,8) 36,3 532,6 (1,8) 36,5
38,9 38,8
si2p 103,1 (1,5) 11,3 103,2 (1,6) 12,8
103,7 (1,5) 5,6 103,8 (1,6) 6,4
16,9 19,2

Le silicium est également détecté apres 1’étape de biominéralisation. La composante Si2ps» du pic de
ceeur Si2p ( Figure IV-13.a, c) est enregistrée a une énergie de liaison de 103,7 eV caractéristique d’un
environnement SiO». En accord avec ce résultat, la composante majoritaire sur le pic de cceur Ols est

localisée a 532,7 eV ( Figure IV-13.b, d).
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b) O1s
d)
T | T ‘ T | T ‘ T ‘ T T ‘ T | T ‘ T ‘ T ‘ T
110 108 106 104 102 100 98 538 536 534 532 530 528 526
Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

Figure I'V-13 : Pics de cceur XPS Si2p et Ols des nanoparticules NS@gel-SiO2 (a, b) et
NS@PLL-SiO: (c, d)

[1I. Discussion

L’¢laboration de la coquille polymere/silice sur les nanoshells est basée sur des interactions
faibles d’abord entre le cceur et le polymére puis entre le polymeére et la silice. Les techniques de
caractérisation utilisées dans ce travail permettent de confirmer chaque étape de la synthése mais pas de
mettre en évidence la nature exacte des interactions ni les atomes ou groupements mis en jeu.

Néanmoins, certaines données de la littérature permettent de proposer des hypotheses.
1. Nanoparticules NS@polymeére

Le PVP initialement adsorbé sur les nanoshells pour les stabiliser joue probablement un rdle

dans I’adsorption des polyméres.

Quelques travaux de la littérature rapportent les interactions mises en jeu dans le cas de
I’adsorption de poly-L-lysine sur des nanoparticules. Par exemple, Xu et al.!'! ont pu mettre en évidence
par spectroscopie Raman exaltée de surface (SERS) que 1’adsorption de L-lysine sur des nanoparticules
d’or stabilisées par du citrate s’établit par I’intermédiaire du groupe ammonium en position &.

Joshi et al® ont également pu conclure que l’adsorption avait lieu par I’intermédiaire des
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amines/ammoniums de la lysine selon le pH. Dans la gélatine, les unités lysine étant minoritaires,
I’interaction implique d’autres entités. Les groupements guanidinium (unité arginine) sont susceptibles

d’étre a I’origine de I’adsorption, I’interaction entre I’arginine et I’or ayant déja été rapportée!!.

2. Nanoparticules NS@polymere/SiO,

Les processus de biominéralisation ont été rapportés, comme nous 1’avons vu au cours de
I’introduction bibliographique, dans plusieurs travaux de la littérature. L’interaction, au cceur du
mécanisme, se fait essentiellement entre les charges cationiques du polymere et les especes silicatés
négatives!?l. Les liaisons hydrogenes participent également au processus. De ce fait, la structure des
polymeres et la distribution des charges sur les chaines jouent un rdle essentiel.

Coradin et al.®" soulignent que pour des microparticules de gélatine, la croissance de la silice a lieu
sous la forme de nanoparticules en raison de 1’organisation des chaines en hydrogel alors que la
poly-L-lysine a plutdt tendance a promouvoir une condensation étendue des silicates en raison de la
conformation du polymere induite par la distribution homogene des sites cationiques sur la chaine

comme illustré sur la Figure IV-14.

a) Homo-polyamines b) Protéines auto-assemblées

+ :
$i,0,(OH),™
, - 5 Si,0, (OH

Figure IV-14 : Modes d’interaction entre les silicates et les macromolécules polycationiques : exemples des
a) homo-polyamines et b) protéine auto-assemblées’™!

Cependant, les travaux de Allouche et al.! démontrent que pour des nanoparticules de gélatine,
I’extension des chaines est réduite ce qui conduit a une déposition rapide de silice sous la forme d’une
fine couche. Ce résultat est en bon accord avec les clichés de microscopie électronique. En effet, lorsque
la concentration en gélatine est faible (0,1 %), les chaines sont essentiellement confinées au niveau de

la surface des nanoshells ce qui conduit a des couches fines et plus denses.
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IV. Interaction des nanoparticules avec les cellules : etude de I’exposition a
temps court (16 h)

La derniére partie de ce chapitre vise a donner un premier aper¢u du comportement biologique
de ces nouveaux nanomatériaux vis-a-vis de cellules cancéreuses. La surface des nanoparticules étant
modifiée par une membrane polymeére ou hybride polymere/silice, il s’agit précisément d’étudier
I’influence de la nature de cette membrane sur les cellules. Des analyses en microscopie électronique en
transmisson (MET) et en spectrométrie de masse par torche a plasma (ICP-MS) sont mises en ceuvre
pour rendre compte des processus d’internalisation. La cytotoxicité des nanoparticules est par ailleurs

évaluée grace a la technique de cytométrie de flux.

Pour ce travail, le choix des cellules s’est porté sur des cellules HaCaT (issues d’épiderme humain) qui

sont immortelles donc a priori faciles a utiliser et a manipuler en culture.

Avant de discuter des résultats obtenus ci-apres, il convient de définir ici les deux principaux processus
de mort cellulaire que sont la nécrose et 1’apoptose. La nécrose est une mort cellulaire qui survient a la
suite d’une agression externe. La membrane plasmique de la cellule est d’abord altérée ce qui entraine
une entrée anormale d’eau et d’électrolytes avec comme conséquence un gonflement de la cellule suivie
rapidement de fragmentation irréguliere de I’ADN. C’est un éveénement passif, accidentel. A 1’inverse,
I’apoptose, ou mort cellulaire programmeée, est un processus actif qui est un phénomene essentiel dans
de nombreux processus physiologiques et pathologiques. Les cellules s’autodétruisent lorsqu’elles sont
endommagées ou dysfonctionnelles.

La cytométrie de flux est une technique qui permet la mesure simultanée de plusieurs caractéristiques

physiques et biologiques d’une cellule. Elle est caractérisée par deux principes :

- Le guidage des cellules isolées en suspension a 1’aide d’un flux laminaire liquide, assurant le
défilement des cellules une a une devant une source d’excitation lumineuse a une vitesse
uniforme

- Lr’utilisation d’un systéme d’excitation et de détection permettant I’analyse d’une cellule en

quelques microsecondes

Le laser produit une lumiere monochromatique qui excite spécifiquement un fluorochrome a une
longueur d’onde donnée. Ces fluorochromes utilisés se fixent directement sur un élément cellulaire
spécifique comme I’ADN par exemple. Ainsi, I’intensité de fluorescence émise est alors proportionnelle
a la quantité de I’élément. Les cellules viables présentent une membrane plasmique constituée de
phospholipides qui forment une double couche (bicouche) asymétrique. Par exemple, la
phosphatidylsérine n’est présente qu’au niveau interne de la bicouche lipidique. Pendant 1’apoptose

précoce, la phosphatidylsérine est transloquée de la face interne a la face externe de la membrane
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plasmique et peut étre identifiée en utilisant un conjugué fluorescent de I’annexine V (Figure IV-15).
Cette protéine ne peut donc pas se lier aux cellules viables (qui ne présentent pas de phosphatidylsérine

a la surface). Néanmoins, elle peut se fixer sur les cellules nécrotiques du fait de la perte d’intégrité de

la membrane.

| AnnexineV |

<>

= Annexme \'
Feuilletexterne ‘

EEEEE T N
Sl

Cellule normale Cellule en apoptose

Bicouche
phospholipidique

Feuilletinterne

Figure I'V-15 : Schématisation de la perte d’asymétrie de la membrane plasmique durant I’apoptose et du
test a ’Annexine V

Ainsi, pour différencier les cellules apoptotiques des cellules nécrotiques, on utilise en complément un
autre fluorochrome tel que I’iodure de propidium (PI) qui est un agent qui ne traverse que les membranes
cytoplasmiques endommagées et par conséquent est utilisé comme marqueur de cellules mortes
(nécrotiques).

Les résultats obtenus en cytométrie de flux se présentent sous la forme suivante (Figure IV-16). Comme
le montre la représentation, cette technique analytique permet de compter et de distinguer les cellules

viables, des cellules apoptotiques et des cellules nécrotiques.

"‘-.3 Mortes

5.1%
% (4 +)
by |

Fluorescence PI
wd

wl

(-) '- (+.)
Vivantes En apoptose
83,2 % 4,6 %

[TNT_ T T T 7700 |
P S . B I - B

Fluorescence Annexine V-FITC

Figure IV-16 : Analyse des différentes populations cellulaires par co-marquage a I’Annexine V-FITC et a
I’iodure de propidium (PI)
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Dans notre cas, les cellules HaCaT ont été mises en culture dans du milieu de culture DMEM

(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (2 ml) dans des plaques 6 puits de 10 cm? de surface accessible

chacun et incubées 24 h avant d’étre exposées a une suspension de nanoparticules a 37°C pendant 16 h.

Pour pouvoir évaluer I’influence de la concentration en particules sur les cellules, la concentration

molaire en or est préalablement déterminée par ICP-MS pour chaque suspension de nanoparticules avant

injection dans les puits de culture. Pour chaque concentration, I’expérience a été répétée trois fois et les

puits ont ensuite été regroupés pour 1’évaluation de la viabilité cellulaire.

1. Etude de la viabilité cellulaire

Les résultats de viabilité cellulaire déterminés par cytométrie de flux et retranscrits sous forme

d’histogrammes sont présentés dans la Figure IV-17.
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Figure IV-17 : Viabilité cellulaire aprés 16h d’exposition aux nanoparticules a) NS, b) NS@Gel, ¢)
NS @Gel-SiOz, d) NS’, ) NS@PLL, f) NS@PLL-SiO2. Comptage des cellules mortes (nécrotiques ou
apoptotiques tardives), apoptotiques et vivantes par cytométrie de flux
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Quelles que soient les nanoparticules considérées, la viabilité cellulaire diminue d’autant plus que la
concentration en or augmente (Figure IV-17). De plus, la formation de la couche de silice dans le cas
des échantillons a base de gélatine augmente significativement 1’effet délétére conduisant méme a une
mort cellulaire quasi-totale pour les nanoparticules a une concentration en or de 100 uM. A I’inverse,
pour les échantillons a base de poly-L-lysine, aucun effet significatif de la silice n’est observé.

Il est relativement difficile de comparer ces résultats avec ceux issus de la littérature étant donné la
variabilité des parametres. L’effet de dose observé peut étre le résultat de plusieurs phénomenes.
Premierement, 1’interaction des nanoparticules avec le milieu de culture et en particulier le sérum,
nécessaire 2 la prolifération des cellules peut expliquer I’évolution. En effet, Alkilany et al.® ont montré
que la protéine principale qui compose le milieu, I’albumine de sérum bovin (BSA, bovin serum
albumin), peut s’adsorber sur des nano-batonnets d’or. Ainsi, plus la concentration en nanoparticules est
importante, plus la concentration de cette protéine en solution diminue, ce qui prive les cellules de leurs
nutriments et donc diminue la viabilité cellulaire.

Par ailleurs, la formation d’une couronne de protéine autour des nanoparticules peut conduire a une
modification de la charge de surface. En particulier, la BSA s’adsorbe de maniére significative sur les
surfaces chargées positivement (en raison de sa charge négative). La stabilité des nanoparticules est
alors modifiée. La présence de sel dans le milieu en concentration importante accentue cet effet.
Finalement, les espéces qui composent le milieu peuvent contribuer a la diminution de la charge de
surface!. Ce phénomeéne peut conduire 2 une agrégation non controlée des nanoparticules qui pourrait
expliquer la toxicité.

Enfin, la biodégradabilit¢ de la gélatine peut expliquer les résultats de toxicité observés pour les
nanoparticules NS @Gel-SiO;. En effet, la digestion partielle de biopolymere lors de I’internalisation
dans les cellules a déja été mise en évidence dans la littérature!®”). Dans ce cas, la silice de la coquille
peut se retrouver sous forme libre (petites nanoparticules) et induire une toxicité importante comme
I’ont montré Quignard et al.'%. Par ailleurs, cet effet cytotoxique important de la silice dans le cas des
systemes a base de gélatine est vraisemblablement d’autant plus marqué que la gélatine présente un
caractere relativement peu cytotoxique au vue de nombreuses données de la littérature!! 14!,

Dans le cas des nanoparticules a base de poly-L-lysine, la cytotoxicité plus modéré est également en
accord avec un certain nombre de données de la littérature. Ces études montrent notamment un caractére
« irritant » faible de la lysine sur des cellules HaCaT!"*, Par ailleurs, il semble que la toxicité de la poly-
L-lysine sur des modeles de cellules fibroblastes dépende de son poids moléculaire en raison du nombre
de charge en interaction avec la membrane cellulaire!'®!'”), En dessous de 60-70 kDa, ce qui est le cas
ici, il semble que I’effet cytotoxique soit modéré. Enfin dans notre cas, il semble que la silice n’augmente
pas le caractere cytotoxique par rapport aux particules NS@PLL. Si ’on compare ce résultat avec les
particules a base de gélatine, il n’est pas exclu que la morphologie et la structure de la coquille hybride
qui est plus dense pour les nanoparticules NS@PLL/Si0, ne génére que peu de nanoparticules de silice

apres dégradation des matériaux au sein des cellules. Par conséquent, la structuration de la silice
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différente en fonction de la conformation moléculaire du polymere jouerait un rdle significatif dans le

caractere cytotoxique des matériaux.

2. Etude de ’internalisation

Aprées 16 h d’exposition a des suspensions a 10 uM et 100 pM, les cellules ont été fixées puis
observées en MET sur des coupes ultra-fines. Dans un méme temps, nous avons réalisé un protocole
identique mais pour lequel, apres exposition, les cellules ont été isolées de leur milieu. Le culot de
cellules ainsi que le milieu ont alors été analysés par ICP-MS afin de remonter a la quantité molaire d’or

dans chaque échantillon.

NS@Gel (100 ul1) -

NS@PLL (100 uM)

Figure IV-18 : Images MET de coupes ultra-fines de cellules a) sans exposition et aprés 16h d’exposition
aux nanoparticules b) NS@Gel (100 uM), c-d) NS@PLL (100 uM), e-h) NS@PLL-SiO>
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La tendance générale qui se dégage des différents clichés MET enregistrés est que les nanoparticules
NS (et NS’), NS@Gel (Figure IV-18.b) et NS @Gel/SiO, ne sont pas quasiment pas internalisées par les
cellules HaCaT. Par contre, les nanoparticules NS@PLL et NS@PLL-SiO, se retrouvent de maniere
plus significative dans le cytoplasme des cellules, jusqu’a parfois méme atteindre le noyau (Figure
IV-18.d). L’internalisation se fait de maniére passive et les nanoparticules sont présentes dans le cytosol
sous la forme d’agrégats plus ou moins denses (Figure IV-18.c-h) et se retrouvent parfois piégées dans
des vésicules (repérées par les cercles rouges sut les Figure IV-18.d, e, h). La comparaison avec les
cellules du controle (Figure 1V-18.a), montre que ’ensemble des membranes cellulaires semblent
endommagées. On peut d’ailleurs observer sur plusieurs images des débris cellulaires (repérés par les
fleches bleues). La morphologie des cellules est modifiée ce qui indique une perturbation de leur
physiologie (Figure IV-18.f). De plus, un début de condensation de la chromatine est mis en évidence
sur plusieurs images (fleches noires sur les figures (Figure IV-18.d, f, g)). L’ensemble de ces
modifications morphologiques des cellules traduisent le début d’un phénoméne d’apoptose.

Les analyses ICP-MS nous ont ensuite permis de calculer le pourcentage molaire d’or (quantité
molaire d’or mesurée par ICP-MS sur la quantité molaire introduite au départ) dans le culot de cellules
et dans le milieu pour chaque type de nanoparticule et chaque concentration.

Nous avons également reporté le pourcentage molaire d’or associé aux pertes. Ces pertes sont dues a
I’interaction des nanoparticules avec les puits de culture, avec le milieu (sérum) ainsi qu’aux différentes

étapes de lavage.

m Cellules = Milieu m Perte
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Figure I'V-19 : Pourcentages molaires d’or dans les cellules, dans le milieu et associé aux pertes déduits des
analyses ICP-MS des culots de cellules et du milieu pour chaque type de nanoparticules et chaque
concentration
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Les résultats des analyses ICP-MS (Figure IV-19) sont en accord avec les clichés de microscopie
puisque les pourcentages molaires d’or associé€s aux culots de cellules exposées aux nanoparticules
NS@PLL et NS@PLL-SiO: sont nettement plus importants. En effet, quasiment 50 % de la quantité
molaire d’or introduite au départ se retrouve dans les cellules lorsqu’elles ont été exposées a ces
suspensions a 100 uM.

Ces résultats préliminaires montrent donc un effet de la surface des nanoparticules sur le phénomene
d’internalisation. La poly-L-lysine favorise ce phénomene et la formation de la couche de silice sur les

nanoparticules NS@PLL n’a pas de réelle influence.

Pour essayer de comprendre ces résultats, une caractérisation plus approfondie des nanoparticules dans
des conditions biologiques (c’est-a-dire en milieu de culture) est nécessaire. En effet, I’évaluation de la
charge des nanoparticules, de la stabilité des suspensions, de 1’¢tat d’agrégation sont tant de parametres
qui sont & considérer afin de pouvoir appréhender au mieux les mécanismes d’internalisation.
L’interaction avec la membrane cellulaire a 1’origine de I’internalisation, 1’état de surface en terme de
densité et de rugosité est également a prendre compte. En particulier, nous avons pu voir sur quelques
images MEB qu’en fonction du polymere utilisé, la gélatine ou la poly-L-lysine, les coquilles bio-
hybrides formées pouvaient présenter des structurations de surface différentes qui peuvent en partie
expliquer les résultats obtenus.

Néanmoins, dans le cas du systeme a base de PLL, le taux d’internalisation plus important est en accord
avec la tendance observée dans différentes études de la littérature. La poly-lysine est en effet
particulierement connue pour étre un excellent agent de transfection de genes!'®?" en raison de ses
interactions avec 1’ADN et sa capacité de protection vis-a-vis de nucléases. Une étude montre en
particulier une efficacité d’internalisation de particules mésoporeuses siliciques vis-a-vis de cellules

HeLa lorsqu’elles sont fonctionnalisées par de la poly-lysine!?!l,
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CHAPITRE IV

CONCLUSION

Ce chapitre consacré¢ a 1’¢laboration d’une coquille hybride polymeére/silice par une approche
biomimétique ouvre de nouvelles perspectives autour de la biosilicification. Ce mécanisme, inspiré
d’organismes vivants (diatomées) et qui met en jeu des molécules organiques (acides aminés, peptides,
polyamines) et des especes silicatées, a été adapté ici dans cette étude dans I’intérét de la réalisation de
systemes Au@SiO» hybrides a caractere plus biocompatible.

Deux polymeres, la gélatine et la poly-L-lysine, qui sont déja reportés dans la littérature pour le
processus de biosilicification, ont été choisis pour ce travail. La premiere étape, qui consistait a les
adsorber sur la surface des nanoparticules, a pu étre confirmée par des mesures DLS avec une évolution
du rayon hydrodynamique des nanoparticules mais également par spectroscopie UV-vis avec un
décalage significatif de la bande plasmon des nanoshells aprés modification avec les polymeres. La suite
du travail concernait la condensation de silicates de sodium activée par les polymeres adsorbés a la
surface des nanoparticules. Avec la réalisation de syntheése ou la quantité de gélatine adsorbée variait,
nous avons pu souligner le role catalytique du polymére avec une condensation d’autant plus favorisée
que la quantité de gélatine était importante. La variation de la concentration en silicates a également été
étudiée sur les deux systemes NS@Gel(0,1%) et NS@PLL(0,1%). Les images de microscopie
¢électronique ont montré dans ce cas que I’épaisseur de la couche formée augmentait tres 1égerement
avec la concentration en silicates ce qui confirme encore le role majeur des polymeres dans la
condensation silicique. De plus, les couches hybrides formées se distinguent dans certaines conditions.
En effet, la poly-L-lysine a conduit a des coquilles qui semblent plus denses par rapport a celles obtenues
avec la gélatine. Ce résultat met en évidence I’influence de la structure du polymeére dans la formation
et la croissance de la silice. La gélatine du fait de I’organisation de ces chalnes en réseau conduit a des
structures qui sont plus hétérogenes.

Dans cette démarche, les analyses XPS ont permis de confirmer la nature hybride des couches
élaborées avec la mise en évidence des environnements chimiques caractéristiques des polymeres et de
la silice.

Enfin, nous avons pu appréhender, par une premiere série de tests in vitro, 1’interaction des
nanoparticules avec des cellules de type HaCaT. Les tests de cytotoxicité ont révélé un effet de dose
plus ou moins importants selon la composition de surface des nanoparticules. Par la suite, les images de
microscopie électronique et les analyses en ICP-MS ont permis de montrer que les nanoparticules a base
de poly-L-lysine étaient plus internalisées que celles constituées de gélatine. A ce stade de 1’étude, la
compréhension du mécanisme d’internalisation reste difficile a évaluer par manque d’informations d’un
point de vue caractérisation des nanoparticules (charges, état d’agrégation, stabilité) en conditions

biologiques.
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ANNEXES CHAPITRE IV

ANNEXES

Annexe IV.1 : Pics de coeur XPS Ag3d et Audf des nanoshells avant et apres

adsorption des polvméres

Ag3d

NS

NS@Gel

NS@PLL

378 376 374 372 370 368 366 364

Energie de liaison (eV)

92

90 88 86 84 82
Energie de liaison (eV)

80
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L’étude exposée dans ce mémoire concerne la synthese et la caractérisation de nanoparticules
hybrides du type Au@SiO; pour des applications potentielles en nanomédecine. Elle représente surtout
le tout premier travail de 1’équipe dans le domaine des nanosciences et ouvre des perspectives
prometteuses dans le contexte de la santé.

En effet, les recherches s’orientent de plus en plus vers I’élaboration de nanomatériaux multifonctionnels
avec I’espoir d’améliorer I’efficacité des traitements actuels. Ainsi, les nanosystemes étudiés présentent
des architectures originales, de plus en plus complexes, avec des fonctionnalisations trés variées qui
offrent des combinaisons multiples de propriétés au sein d’un seul et unique objet. L’élaboration de ces
nanostructures génere de multiples interfaces qui peuvent influencer les propriétés tant les phénomenes
de surfaces sont importants a cette échelle. Une description physico-chimique détaillée est donc
essentielle afin d’optimiser ces systémes et ce, avant d’envisager une quelconque application.

Dans ce contexte, nous nous sommes engagés dans [’¢laboration de nanoparticules cceur-coquille
Au@Si0,. L’or, a I’échelle nanométrique, est caractérisé par le phénoméne de résonance plasmon de
surface a 1’origine de propriétés optiques et photothermiques qui le rend particulieérement intéressant
pour des traitements par photothermie. La silice, de son coté, peut étre structurée a 1’échelle
nanométrique ; ¢’est un matériau facilement fonctionnalisable, qui améliore la stabilité chimique, et dans
certains cas également la tenue mécanique des assemblages dans lesquels elle intervient. Ainsi, la
combinaison particuliére de ces deux matériaux pour la formation de nanostructures du type cceur-
coquille a nécessité 1’optimisation de chaque étape de synthése avec le soutien d’une approche

analytique multi-techniques sensible tant a I’aspect structural que chimique.

Dans un premier temps, les efforts ont été dirigés vers la synthése du cceur du nanomatériau réalisée par
un procédé de remplacement galvanique. Cette méthode a nécessité au préalable la mise en forme de
nanoparticules d’argent, effectuée en une seule étape et basée sur la réduction chimique d’un précurseur
par le tri-citrate de sodium qui joue également le role d’agent stabilisant. Les gabarits obtenus sont
quasiment sphériques et présentent un diametre moyen de (95 £ 15) nm.

Pour la réalisation des nanoshells d’or, I’influence des paramétres de synthése sur la morphologie, sur
la structure et sur 1’état de surface des nanoparticules a été largement discutée. La réaction d’oxydo-
réduction mise en jeu dans la constitution de ces nanoparticules conduit a la formation de sous-produits
tels que le chlorure d’argent qui peut contaminer les nanostructures. Nous avons montré que la
précipitation de ce sel a la surface des nanoparticules pouvait étre contrélée par la température mais
également par la nature du précurseur d’or qui influence la cinétique de la réaction et permet de favoriser
la précipitation d’AgCl en solution. La synthése, réalisée a température ambiante, génére des
nanoparticules creuses avec une surface relativement lisse et homogeéne. Aprés cette phase

d’optimisation des parametres de synthése, la modulation des propriétés optiques des nanoparticules

métalliques a la fenétre biologique (650-900 nm) a ensuite ¢té initiée. Comme nous 1’avons vu dans
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I’introduction bibliographique, 1’utilisation des nanoparticules d’or en tant qu’agents photothermiques
nécessite que leur résonance plasmon soit située dans cette gamme de longueur d’onde ou la pénétration
de la lumiere a travers les tissus est maximale.

Ainsi, la variation de la concentration en sel d’or conduit a des nanostructures plus ou moins creuses ce
qui a une influence directe sur les propriétés optiques avec un déplacement de la bande plasmon. Les
conditions optimales semblent étre atteintes pour un rapport 3 < n(Ag)/n(Au) < 5 avec une résonance
plasmon autour de 800 nm.

La nature chimique intrinseque de ces nanostructures creuses a été sondée par spectroscopie
photoélectronique a rayonnement X. L’étude des pics de coeur Ag3d et Audf a mis en évidence la
réaction d’oxydoréduction avec I’identification d’or métal, d’argent métal et d’argent (+I). Il est a noter
que pour des concentrations en or importantes (au-dela des quantités steechiométriques), la synthése
conduit a I’éclatement des nanoparticules pour lesquelles I’argent métal est toujours détecté. Cet écart a
la stoechiométrie peut s’expliquer par la mise en place d’un phénoméne de « dealloying » qui implique
une corrosion plus sélective des atomes d’argent. A ce stade de 1’étude, 1’examen haute résolution de
nanoparticules isolées a été entrepris afin de préciser I’arrangement chimique interne et la possibilité ou
non de formation d’un alliage. Ce point particulier est en effet tres controversé dans la littérature. Une
étude spécifique par spectroscopie d’électrons Auger de la tranche de nanoparticules préalablement
sectionnées par un faisceau ionique d’argon a été mise en place a cet effet. Les données enregistrées
soulignent I’évidence méme de la formation d’un alliage Ag/Au assez hétérogéne avec un certain
confinement de I’or sur la surface externe des nanoshells.

Au cours de cette premiére phase du projet, des nanoparticules d’or creuses ont été élaborées et affichent
a priori des propriétés certaines et adaptées pour des applications potentielles en nanomédecine. En
marge des analyses classiques effectuées par microscopie €lectronique, les potentialités des techniques

d’analyse de surface (XPS, AES) ont offert une perception plus complete de ces objets.

Nous avons ensuite entrepris la croissance d’une coquille de silice mésoporeuse fonctionnalisée
autour des cceurs (bi)métalliques préparés. L’objectif était de réaliser un matériau multifonctionnel
combinant photothérapie et délivrance de médicaments thermo-controlée. Pour cela, la pré-formation
d’une fine couche dense de silice a permis ensuite de contrdler plus facilement I’organisation et la
structuration de la porosité de la coquille. Les caractéristiques texturales déduites des mesures par
volumétrie d’adsorption d’azote ont confirmé la mésoporosité attendue ; la surface spécifique et le
volume poreux importants démontrent le potentiel de ce réseau pour le confinement moléculaire.

La derniere étape de la procédure synthétique consistait en la fonctionnalisation de la coquille par des
nanovalves constituées d’assemblages supramoléculaires du type [2]pseudorotaxanes; le
fonctionnement de tels ensembles supramoléculaires est basé sur la complexation/décomplexation de
deux entités (moléculaire et macromoléculaire). Le greffage préliminaire d’un diaminoalcoxysilane a

été validé avant la complexation avec le macrocycle (CB6) censé conduire a la fermeture des
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nanovalves. Les images de microscopie électronique ont permis d’appréhender la densité de greffage en
fonction des quantités mises en jeu et d’observer la dissolution d’une partie de la silice de la coquille en
raison des conditions salines qui augmentent la solubilisation du CB6. Chacune des étapes de la
fonctionnalisation a pu finalement étre confirmée par la diminution concomitante de la surface
spécifique et du volume poreux des nanoparticules.

Le greffage ainsi que la présence du macrocycle a la surface des nanoparticules ont été clairement
révélés par la spectroscopie de photoélectrons sur la base de données référence enregistrées dans le cadre
de ce travail de theése. L’évaluation quantitative des especes a cependant été difficile, les composantes
(Cls et Nls par exemple) associées a chacune des entités constitutives des nanovalves étant relativement
proches en énergie de liaison. Finalement, des analyses en RMN ont fortement contribué a appréhender
I’organisation de ces assemblages supramoléculaires. L’étude préliminaire des nanovalves isolées en
RMN des liquides a servi de référence pour la validation du phénoméene de complexation. Les analyses
des nanoparticules en RMN des solides ont tout d’abord confirmé les résultats XPS (présence des deux
entités) et également révélé la présence de diaminoalcoxysilane sous forme libre et complexée a la
surface des nanoparticules. Le fonctionnement de ces nano-systemes nécessiterait donc selon ces

derniéres observations une phase d’optimisation en particulier de I’étape de greffage.

Le dernier volet de ce travail concernait 1’élaboration d’une coquille hybride polymere/silice
autour des nanoshells par une approche dite « bio-inspirée ». Cette réflexion constitue en quelque sorte
une ouverture vers des systémes a caractere plus biocompatible. Nous avons choisi pour cette étude deux
polycations, la gélatine et la poly-L-lysine, qui se distinguent par la conformation et la structuration des
chaines polymeres. Ces deux polymeres ont tout d’abord été adsorbés a la surface des nanoshells comme
I’ont confirmé les mesures DLS et les analyses en spectroscopie UV-visible. A travers quelques
syntheses, nous avons ensuite pu souligner le role majeur des polymeres dans la condensation silicique.
Les coquilles hybrides élaborées sont différentes en fonction de la nature polymere ; une couche plus
dense est obtenue avec la poly-L-lysine tandis la structure est nettement plus hétérogene avec la gélatine.

La nature hybride des couches élaborées a pu €tre confirmée par les analyses XPS. Alors que la
présence de la gélatine semble évidente, 1’identification de la poly-L-lysine a été relativement plus
complexe en raison des similitudes des environnements avec ceux du polymere qui stabilise au départ
les nanoshells (polyvinylpyrrolidone).

Pour valoriser ces nouveaux systémes, une premicre série de tests in vitro a sondé l’impact et
I’interaction des nanoparticules avec des cellules de type HaCaT. Cette étude nous a permis d’élargir
notre vision ainsi que d’appréhender quelques notions de biologie qui sont indispensables pour le
développement de particules pour la nanomédecine. Un effet cytotoxique plus marqué a été mis en
évidence pour les nanoparticules constituées d’une couche hybride gélatine/silice. La biodégradabilité

de ce polymere qui peut conduire a la libération de la silice pourrait expliquer I’origine de la cytotoxicité
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observée. Enfin, les images de microscopie électronique en transmission (MET) ainsi que les analyses
en spectrométrie de masse par torche a plasma (ICP-MS) ont en parallele révélé que la poly-L-lysine
avait tendance a favoriser une meilleure internalisation des nanoparticules par les cellules HaCaT.

La compréhension globale de 1’ensemble de ces résultats nécessite dans un premier temps une
caractérisation plus approfondie des nanoparticules en particulier dans le milieu biologique ainsi que
des tests in vitro supplémentaires afin de confirmer les différentes tendances observées. A terme, 1’idée
serait d’évaluer I’influence de I’irradiation laser des nanoparticules sur la cytotoxicité des cellules

exposées.

De facon plus générale, ce travail de theése montre a quel point les connections entre les différentes
communautés scientifiques sont bénéfiques dans la progression du savoir. Sans cette synergie, il semble
aujourd’hui acquis que I’essor des nanosciences sera voué a ralentir.

Par ailleurs, cette étude nous a permis d’appréhender les nombreux effets qui peuvent intervenir lors de
la synthese et de la caractérisation et qui deviennent parfois prépondérants a 1’échelle nanométrique. La
reproductibilité des syntheses est un parametre clé dans le développement de tels systemes et nécessite
une précision et une rigueur dans les procédures d’élaboration. Par ailleurs, la répétition des analyses en
terme de caractérisation est essentielle pour une description représentative de 1’échantillon. Enfin,
concernant plus particulierement 1I’XPS, la forme sous laquelle 1’échantillon est analysé ainsi que son
histoire sont des parametres essentiels qui peuvent influencer significativement les résultats et doivent

donc étre considérés pour I’interprétation des données.

Des prolongements et perspectives a ce travail devraient intervenir tout logiquement tant sur le plan
synthétique qu’analytique. La perspective de multifonctionnalité en relation avec une application
biomédicale nécessitera des évolutions, ajustements ou nouvelles réflexions pour améliorer les
nanomatériaux d’intérét. L ouverture engagée vers des voies biomimétiques est en ce sens une réelle
avancée pour les systemes or/silice et leur assimilation biologique.

D’un point de vue analytique, de nombreux tests sont encore en suspens et visent a améliorer la
connaissance de la dépendance de la préparation des nanoparticules sur leur observation. Le mode de
conditionnement avant analyse est par exemple une donnée a explorer dans le but d’uniformiser un tant
soit peu I’interaction avec le milieu environnant (stabilisation de 1’état de surface, minimisation de la
contamination indésirable, ...).

Une nouvelle voie de traitements des données XPS pourra également étre introduite pour l'analyse des
biomatériaux pour lesquels la distinction des environnements chimiques est limitée avec les méthodes
standards. L'analyse dite "des composantes principales" (Principal Component Analysis method
(PCA))!M est un procédé mathématique statistique utile pour la description des fonctions chimiques dans

le mélange d'agents biologiques, de polymeres, ... Son application pour la reconnaissance des variations
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de compositions des couches organiques a la surface des nanoparticules métalliques semble 1'alternative
a court terme la plus efficace a mettre en place.

Enfin, les propositions de nouveautés analytiques pour de tels nanosystemes hybrides se doivent
d’amener une plus-value a I’information extraite. Dans ce contexte, le nouvel équipement TOF-SIMS
(Spectrométrie de masse d’ions secondaires & temps de vol) acquis récemment par 1’équipe est
incontestablement une alternative avec sa treés grande sensibilité moléculaire. De nombreux exemples
de la littérature rapportent le potentiel de cette technique pour déterminer la composition de surface de
nanoparticules'. A la différence de la spectroscopie de photoélectrons XPS qui déduit indirectement la
chimie des déplacements des énergies de liaison, la spectrométrie SIMS posséde 1’avantage de mesurer
directement des fragments moléculaires identifiables en masse. Malheureusement et tout simplement
parce que la spectrométrie SIMS dépend d’un processus de pulvérisation, elle endommage naturellement
la surface des nanomatériaux et ce point sera a prendre en considération dans les interprétations a venir.
Bien que de nombreux nanomatériaux et nanoparticules aient ét€ examinés avec succes par le biais de
la spectrométrie SIMS, il est bien établi maintenant que les nanostructures sont généralement pulvérisées
a des taux différents de ceux des matériaux massifs?®!. La prise en main d’un tel soutien technologique
nécessitera donc indéniablement des phases d’optimisation et d’adaptation a I’étude des systémes

nanométriques.

[1] K. M. Mc Evoy, M. J. Genet, C. C. Dupont-Gillain, Anal. Chem. 2008, 80, 7226.
[2] Y.-P. Kim, H. K. Shon, S. K. Shin, T. G. Lee, Mass Spectrom. Rev. 2015, 34, 237.

[3] M. P. Seah, Surf. Interface Anal. 2012, 44, 208.
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Annexe A.1 : Tableau récapitulatif des produits utilises

Masse
Nom Abréviation Formule brute CAS Pureté | molaire | Fournisseur
(g/mol)
. , 7761- >99.0 Sigma
Nitrate d’argent ANO3 38-8 % 169,87 Aldrich
- . . 6132- Fischer
Tri-citrate de sodium cit NasCsHs507.2H,O 04-3 >99 % 294,10 Chemicals
. . 9003- ~ Sigma
Poly(vinyl-pyrrolidone) PVP (C¢HgNO), 39.8 10000 Aldrich
. . 16961- | >99,9 Sigma
Acide chloroaurique HAuCl4.3H,O 5.4 % 393,83 Aldrich
. 1310- Sigma
Hydroxyde de sodium NaOH 732 40 Aldrich
, 7783- Sigma
Chlorure d’argent AgCl 90-6 99,999% | 143,32 Aldrich
67-63- Sigma
Isopropanol C3HzO 0 99,9 % 60,10 Aldrich
, . 1336- (28- Sigma
Hydroxyde d’ammonium NH4OH 21-6 30%) 35,05 Aldrich
2 . . 78-10- | =99,0 Sigma
Tétraéthoxysilane TEOS CsH200451 4 % 208,33 Aldrich
_Bromurede CTAB CoHuBN | 279% | S99 | 36445 | A0S
cétyltriméthylammonium 0 Organics
N-(6-N-aminohexyl)- 15129-
aminométhyl greffon Ci13H3:N>03Si1 36-9 95 % 292,49 ABCR
triethoxysilane
N-N- 68-12- | >999
Diméthylformamide DMF C3H,0 T = 73,10 Merck
2 %
anhydre
Hydrate de 80262- Sigma
Cucurbit[6]uril CBO CasHaeN2O1xH0 | 7y g 996,62 Aldrich
s . 9000- 50000- Sigma
Gélatine (type A) Gél 70-8 100000 |  Aldrich
. 25988- 30000- Sigma
Poly-L-lysine PLL [(C¢H120N>).HBr], 63-0 70000 Aldrich
.- . 27 % Si0,, 10% Sigma
Silicates de sodium NaOH Aldrich
. . 7647- Sigma
Acide Chlorhydrique HCI 01-0 37 % 36,46 Aldrich
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Annexe A.2 : Techniques de caractérisation
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Annexe A.2.i : Spectroscopie Photoélectronique a Rayvonnement X

L. Principe général de la photoémission

N

La Spectroscopie Photoélectronique a rayonnement X (XPS pour X-Ray Photoelectron
Spectroscopy), appelée aussi ESCA (Electron Spectroscopy for Chemical Analysis) est une technique
d’analyse d’extréme surface (de 5 a 10 nm) permettant d’explorer la structure chimique et électronique
des matériaux. Elle est basée sur 1’effet photoélectrique qui consiste en 1’éjection d’un électron de cceur
ou de valence d’un échantillon soumis & un rayonnement de photons X d’énergie hv. Les photoélectrons
émis avec une énergie cinétique spécifique E, sont alors collectés et analysés. L’application de la loi
de conservation de I’énergie permet de relier I’énergie cinétique Ei, a I’énergie de liaison Er ou potentiel

d’ionisation du photoélectron k par la relation :
hv + Ef(N) = EF(N — 1) + Ein (k)

E (k) = Ef(N —1) = Ef(N) = hv — Ecin(k)

E; et E; étant les énergies du systeme dans les états fondamentaux initial (neutre a N électrons) et final

(ionisé a N-1 électrons).

Le principe de la mesure consiste donc a déterminer les énergies cinétiques des photoélectrons émis
pour en déduire les énergies de liaison. Généralement, on distingue les potentiels d’ionisation de coeur

(=304 1000 eV) et de valence (= 0 a 30 eV).
Apres la photoionisation, le systeme final peut se relaxer selon deux processus complémentaires :

- La fluorescence X : un électron d’une orbitale plus externe comble la vacance laissée par le
photoélectron et cette désexcitation se traduit par I’émission de rayons X

- L’effet Auger: un électron d’une orbitale plus externe comble la vacance laissée par le
photoélectron et communique 1’énergie libérée a un autre électron plus externe, éjecté a son tour de
I’ion

II. Expression de l’énergie de liaison

La dispersion des valeurs reportées pour les énergies de liaison des niveaux électroniques de
composés semblables est souvent importante. Cette observation met en évidence la difficulté de mesurer
des énergies de liaison absolues et montre I’intérét de réaliser 1’analyse d’échantillons de référence a

partir du spectrometre et des conditions expérimentales utilisées dans le cadre de ce travail.

Dans le cas d’un solide conducteur, 1’échantillon et le spectrométre sont en équilibre électrique ce qui
entraine 1’égalisation de leurs niveaux de Fermi (Figure A.2.i.1). Le niveau du vide (noté N. V.) du

spectrometre est séparé du niveau de Fermi (noté N. F.) de @, la fonction d’extraction du spectrométre.
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Par convention, ce niveau N. V. correspond au zéro de ’échelle des énergies cinétiques E.i, dans le

spectrometre.

Le principe de la mesure consiste donc a déterminer les énergies cinétiques E.n des photoélectrons
éjectés afin d’en déduire les énergies de liaison EL suite a I’irradiation du matériau analysé. Le niveau
de Fermi est utilisé comme niveau de référence pour la mesure des énergies de liaison dans le cas des

solides, d’ou:
Ep = hv = Eipn — Pgp

En ce qui concerne les échantillons semi-conducteurs ou isolants, le probleéme est plus complexe!' !,
Tout d’abord, les niveaux de Fermi de 1’échantillon et du spectromeétre ne coincident pas nécessairement.
De plus, la photoémission induit une charge de surface positive non homogene et non-compensée. Ainsi,
a la sortie de 1’échantillon, les électrons subissent 1’influence du potentiel retardateur qui diminue leur
énergie cinétique et élargit les pics. Un flux d’¢électrons de faible énergie (inférieure a 10 eV), produit
par un canon (flood gun), permet d’uniformiser et de diminuer cette charge, mais le point de
neutralisation est difficile a obtenir. Il s’en suit alors une différence entre la valeur d’énergie de liaison

mesurée dans le spectrometre (EL mesurée) et la valeur réelle dans 1’échantillon (EL exacte).
E(mesurée) = hv — Egp — Py dans le spectrometre

E;(exacte) = hv — E .y, — @, + @*  par rapport a I’échantillon

E;(exacte) — E; (mesurée) = @* + P.pntact

Avec @ I’énergie nécessaire pour amener 1’électron du niveau du vide de I’échantillon au niveau du

vide du spectrometre

11 est donc nécessaire d’opérer a une calibration interne. La raie 1s du carbone de contamination, toujours
présent a la surface des échantillons, est souvent utilisée pour calibrer les spectres XPS, son énergie de

liaison étant fixée a 285,0 eV.

a) b)
t t
N.V. Eecin N.V. Een
N.V. l } q}contact NV } o
D, o, @, QR
—_- e — e — e — .— .. N.F. —_ . D,
NE T
N.F.
E; exacte E; mesurée E; exacte E; mesurée

Echantillon Spectrométre Echantillon Spectrométre

Figure A.2.i.1 : Diagrammes des niveaux d’énergie pour des expériences XPS (N.V. : niveau du vide,
N. F. : niveau de Fermi) pour (a) un échantillon conducteur et (b) un échantillon isolant
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III. Facteurs influencant la position des raies
1. Effets d’état initial
Les spectres XPS se présentent sous la forme de raies qui émergent d’un fond continu résultant

des collisions inélastiques subies par certains €lectrons lors de leur trajet dans le solide. Chaque raie se

caractérise par sa position (Er) sur I’échelle d’énergie, qui dépend des effets d’état initial et d’état final.

a. Le déplacement chimique : le mod¢le de potentiel

L’intérét de la détermination de 1’énergie de liaison d’un atome, dans une molécule donnée,

réside dans la sensibilité de cette grandeur vis-a-vis de I’environnement chimique de I’atome considéré.

Lorsqu’un atome A est li¢ ou se trouve dans I’environnement d’un atome B plus électronégatif,
la probabilité de présence des ¢électrons autour de B augmente. Il est alors difficile d’extraire un électron
de cceur de A retenu plus fortement par le potentiel positif créé autour de cet atome. Sur le spectre
photoélectronique, un tel phénomene se traduit par un déplacement des positions des pics de cceur de A
vers des positions énergétiques Er plus élevées.

Les déplacements chimiques peuvent s’interpréter sur la base de propriétés liées a 1’état initial en
utilisant les modeles de potentiel. Dans ce cadre, I’expression commune pour traduire le déplacement
chimique du niveau d’un atome A porteur d’une charge qa # 0 par rapport a sa position dans un atome

A libre de charge nulle est :
AEL = kQA + VB

- le premier terme traduit la variation d’énergie potentielle électrostatique ressentie au niveau du coeur

suite a une modification de la distribution électronique dans les couches de valence de I’atome A.

- le deuxieme terme représente la différence dans le potentiel extra-atomique créé par les atomes voisins
de I’atome A que I’on assimile a des charges ponctuelles ; on I’exprime souvent par :

) )

Vg=ce —

T,
B*A AB

Ol rag est la distance entre 1’électron de cceur de ’atome A et celui de 1’atome B voisin.

Bien qu’ils ne considérent que la polarisation dans 1’état initial et ignorent les effets d’état final liés a la
réorganisation du cortége électronique suite a 1’¢jection du photoélectron, ces modeles de potentiel ont

été utilisés avec succes.
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b. Le couplage spin-orbite

A D’état initial, il existe également des interactions entre le moment cinétique intrinséque de 1’électron
(Ie spin S) et son moment orbital L. Ainsi, en termes de couplage de Russell Saunders, le moment

angulaire total J d’un électron sur une couche donnée est défini par la relation :
J=L«£S

Le couplage spin-orbite est donc a I’origine de 1’éclatement des raies en deux composantes, sauf la raie
s unique puisque L= 0 pour ce niveau. Les intensités de ces deux composantes sont fixées par la regle
de multiplicité 2J+1. Ainsi, pour le niveau de cceur 2p de I’atome de silicium, la composante Si2p3. est
théoriquement deux fois plus intense que la composante Si2pi ; expérimentalement, ce rapport est
voisin de 2. D’une maniére générale, I’éclatement des pics d’un niveau électronique (différent du niveau
s) est une grandeur intrinséque de 1’élément étudié et unique pour chaque niveau électronique ; ainsi,

I’éclatement entre les composantes Si2ps. et Si2piy est généralement de 0,63 eV.

2. Eﬁets d’étatﬁnal

a. Larelaxation

Dans le cadre de I’approximation de Koopmans ou approximation des orbitales gelées, 1’ énergie
de liaison ou potentiel d’ionisation correspond a la valeur opposée de 1’énergie de 1’orbitale dans 1’état

fondamental dont 1’électron est extrait :

E.() = —¢&j

Dans le cadre de cette approximation, on considére implicitement que les orbitales sont gelées, ¢’est-a-

dire que la distribution spatiale des orbitales reste inchangée suite a la photoionisation.

En réalité, le systéme se relaxe vers un état plus stable. Cet effet d’état final correspond donc a une
réorganisation des niveaux électroniques qui vise a diminuer 1’énergie de 1’état ionisé formé suite a la
photoionisation. Le phénomene est suffisamment rapide (107'° s) pour que I’électron émis « récupere »
I’énergie gagnée. La relaxation est donc prise en compte dans la mesure. Ainsi, dans le cas d’un solide,

I’expression détaillée de I’Ey. par rapport au niveau de Fermi s’écrit :

EL = —&— Rintra - Rextra - d)sp - AErelat. - AEcorr.
Avec

Rintrq 1a relaxation intra-atomique qui correspond a un réarrangement des électrons de 1’atome lui-

méme

Ry trq 1a relaxation extra-atomique qui correspond a la contribution des électrons des atomes voisins
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AE, iqt., AEcorr. les différences d’énergie de corrections relativistes et de corrélation entre les états

initial et final

&gy, est la fonction de travail ou travail d’extraction du solide (différence entre le niveau du vide,

référence pour 1’obtention de la valeur théorique E, et le niveau de Fermi, zéro de I’échelle des énergies

de liaison en XPS)
b. Raies additionnelles

Lors du phénomene de photoionisation, le pic primaire (généralement le plus intense) correspond au

passage d’un état fondamental neutre a un état fondamental ionisé :
E° (état fondamental) = E* (état ionisé fondamental)

Dans certains cas, des structures additionnelles sont observées. Elles apparaissent généralement a des
énergies de liaison plus élevées que le pic primaire et correspondent au passage d’un état fondamental

neutre a un état ionisé€ excité :
E° (état fondamental) = E™(état ionisé excité)

Parmi les raies additionnelles les plus fréquemment rencontrées, on trouve les structures en multiplet et

les raies « shake up » ou « shake off » liées aux phénomenes intrinseques d’état final.

i. Structure en multiplet

Dans le cas des systemes a couches ouvertes, plusieurs états finals ont été caractérisés suite au couplage
entre les électrons non appariés de valence et 1’électron de coeur non apparié résultant de la
photoémission. Cette interaction coeur-valence peut €tre relativement forte et complexifier le spectre.
Ainsi, I’éjection d’un électron d’un niveau de cceur 2p de Fe** possédant des électrons d non appariés,
conduit a deux états finals d’énergies différentes selon que le spin de 1’électron célibataire de coeur est

identique ou opposé aux €lectrons de valence non appariés.

ii. Satellites multiélectroniques

La photoémission d’un électron de coeur provoque un changement soudain du potentiel
¢électrostatique ressenti par 1’ensemble du cortege électronique externe. Il en résulte une relaxation de
ces niveaux externes, pouvant conduire simultanément a 1’émission de 1’électron de cceur et a une
excitation d’un électron de valence vers un niveau non occupé situé¢, dans 1’état initial, au-dessus du
niveau de Fermi (transition « shake up »). Lorsque 1’électron de valence est éjecté dans le continuum,
on parle alors de transition « shake off ». Dans ces deux cas, 1’énergie AE de transition (shake-up ou
shake-off) concomitante a la photoémission est a retrancher de I’énergie cinétique du photoélectron qui
est donc émis avec une énergie cinétique distincte de celle du pic principal (pic primaire) et inférieure

de AE.
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iii. Pics Auger
11 s’agit d’un processus de désexcitation qui suit la photoionisation primaire. Contrairement aux
pics de photoionisation, 1’énergie cinétique des raies Auger Ecin(Auger) est indépendante de 1’énergie
hv des photons. Nous définissons alors une énergie de liaison apparente E1*P a partir de la loi de
conservation de I’énergie, celle-ci dépendant de I’énergie hv des photons dans le cas des raies Auger.
De plus, leur déplacement chimique peut étre plus important que celui des raies XPS primaires en raison
de la formation d’un état final doublement ionis¢, ce dernier pouvant étre plus fortement affecté par les

phénomenes de relaxation que 1’état final simplement ionisé issu de la photoionisation primaire.

IV. Facteurs influengant I’intensite des raies

Indépendamment du flux incident de rayons X et de la concentration des éléments étudiés,
I’intensité des raies photoélectroniques dépend essentiellement de deux facteurs : la section efficace de
photoionisation o et le libre parcours moyen A. Ces parametres difficiles a estimer numériquement font

de la spectroscopie photoélectronique a rayonnement X une méthode d’analyse semi-quantitative.
1. La section efficace de photoionisation &

La section efficace de photoionisation ¢ d’une orbitale donnée représente la probabilité qu’un électron
associé a ce niveau soit éjecté sous I’impact d’un photon. Elle s’exprime en barns (1barn = 10-* cm?).
Les sections efficaces ont été estimées pour la plupart des atomes par Scofield™ par le biais de calculs

Hartree-Fock-Slater relativistes pour les radiations K, du Mg (1254 eV) et de I’Al (1487 eV).

2. Le libre parcours moyen A

Apreés la photoionisation, 1’électron émis doit encore traverser une partie du solide avant d’étre
libéré dans le vide. Au cours de ce trajet, il est susceptible de subir des collisions inélastiques. Ainsi, on
définit le libre parcours moyen A comme la distance moyenne que peut parcourir le photoélectron dans
la matiere sans subir de telles collisions. L’intensité du signal photoélectronique est donc directement
reliée a cette grandeur. Généralement, on estime que 95 % des photoélectrons atteignant le détecteur et
donc contribuant aux pics du spectre (par opposition au fond continu) proviennent d’une épaisseur d
égale a trois fois le libre parcours moyen A. L’énergie cinétique du photoélectron et la nature de la cible

influencent la valeur de A.
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Figure A.2.i.2 : Variation du libre parcours moyen A en fonction de I’énergie cinétique

Un photoélectron émis d’un niveau de cceur, caractérisé par une énergie de liaison importante, posséde
une énergie cinétique moindre qu’un photoélectron issu d’un niveau de valence faiblement lié. Aussi,
les électrons de valence proviennent d’une profondeur, typiquement 0 - 40 A, sensiblement plus grande
que les électrons de cceur (0 — 20 A). 11 s’ensuit que les bandes de valence sont plus représentatives du
volume du composé, alors que les pics de coeur témoignent plutét de la composition de I’extréme surface.
Le libre parcours moyen A conditionne donc la profondeur d’analyse et classe la spectroscopie de

photoélectrons parmi les techniques de caractérisation de surface.

L’intervention d’un facteur 3, qui rend compte du caractére anisotrope de la photoémission et d’un
facteur H expérimental dépendant du spectrométre utilisé permet d’exprimer les rapports atomiques
Na/Ng de deux éléments en fonction des intensités de leur raies 15 et I :
3 .
N, ly,ogAgHg [1 + ﬁTB(?smze - 1)]

NB IBO-AAAHA [1 + ‘BZ_A(%SanG - 1)]

Ou 0 représente 1’angle entre le flux de photons et la direction de I’analyseur

Pratiquement, I’utilisation de cette formule nécessite la connaissance de la relation entre le libre parcours
moyen et I’énergie cinétique A = (Ecin)" (Ia valeur de I’exposant n varie selon les auteurs entre 0,5 et

0,75'51),
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V. Facteurs influengant la largeur des raies
La largeur AE mesurée pour une raie de photoélectrons peut se décomposer de la facon suivante :

AE = (AE? + AE?,; )Y/?

ppareil.
Ou

AEgppareir. €st 1a contribution de I’appareillage a la largeur de la raie étudiée

AE, 4. est la largeur naturelle de la raie de coeur étudiée.
1. Contribution de I’appareillage

Le terme AE.pparci. représente la contribution de d’appareillage a I’élargissement du pic di a la fonction

instrumentale et a la résolution de la source de rayons X.

2. Largeur naturelle de la raie
La largeur naturelle du niveau électronique dépendra quant a elle de :

L’état initial : la largeur pour un méme niveau augmente avec le numéro atomique Z
Pour les ¢éléments légers, elle ne vaut généralement que quelques dixiémes d’eV.

L’état final : la largeur d’une raie est liée au temps de vie moyen de 1’état final par la relation

d’incertitude d’Heisenberg :

Lorsque la photoionisation affecte un niveau de coeur « profond », 1’énergie totale du systéme a I’état
final est treés élevée et donc son temps de vie est trés faible. En revanche, I’ionisation d’un niveau de
ceeur moins « profond » conduit a un état final moins instable, et donc son temps de vie est plus long.
Dés lors, les raies associées a un niveau de cceur « profond » apparaitront généralement avec une largeur

sensiblement supérieure a celle des raies associées a un niveau de ceeur moins « profond ».

Le terme At est en fait conditionné par la rapidité avec laquelle 1’état final se désexcite par fluorescence

X ou selon le phénomene Auger.
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VI. Spectres de valence

Le déplacement chimique des niveaux électroniques de cceur n’est que la conséquence de
modifications de la structure électronique affectant les électrons de valence, lors de la formation de la
liaison chimique. L analyse des bandes de valence en XPS (énergies de liaison comprises entre 0 et 30
eV environ) permet d’approcher I’allure de la densité des états électroniques occupés du solide examiné.
Généralement, c’est la forme du spectre plus que sa position exacte qui contient les informations les
plus intéressantes ; la procédure la plus courante consiste lors de comparaisons (théorie—expérience par
exemple) a ajuster les spectres par le premier maximum de la bande de valence.

Deux points méritent d’étre signalés :
e les phénomeénes de relaxation, de méme que les effets multiélectroniques d’état final, sont moins
importants que dans le cas des niveaux de coeur ;
e une véritable comparaison des spectres de valence expérimentaux avec les densités d’état
théoriques nécessite une modulation par les sections efficaces de photoionisation qui sont

variables en fonction de la nature de I’atome et de 1’orbitale considérée.

La prise en compte des sections efficaces de photoionisation est le plus souvent effectuée dans le cadre
du modele de Gelius!”. Cet auteur a montré qu’elles étaient proportionnelles au carré de I’intégrale de
recouvrement entre les fonctions d’onde associées aux deux états final (ionisé€) et initial (neutre).
Moyennant certaines hypotheéses on peut exprimer la section efficace o associée a une orbitale

moléculaire en une somme de termes purement atomiques ;" :

I1 est encore possible sur la base du modele LCAO d’exprimer chaque section efficace atomique en

A _ j
O-j - ZPA,S O4a,s

N

tenant compte des symétries :

ajA section efficace de I’atome A dans I’orbitale moléculaire j

04 s section efficace atomique de I’atome A de symétrie s (s= 1s, 2s, 2p, ...)

PA]; < population exprimant la participation de I’orbitale de symétrie s concernant I’atome A dans I’orbitale

moléculaire j

Soit encore :
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De facon paralléle, on peut définir, dans le cas d’un solide, la section efficace en un point k comme :
55(K) = D Pl (#)0as
AsS

Et finalement exprimer le DOS (Density of States) total sur la base des DOS partiels exprimés par type
d’atome A et de I’orbitale o (DOSa4,,) modulés par les sections efficaces de photoionisation variables

selon I’atome A et I’orbitale o considérés (cay) :

DOStotai moduis = ZO-A,O X DOSA,O(E)
A0

VII. Traitement numérique des données XPS

Le spectre de photoélectrons enregistré sur un calculateur se présente sous une forme digitalisée et

échantillonnée. Il est la résultante d’opérations de convolution schématisée de la facon suivante :

( Fonction ) y < Distribution ) y (Fonction pertes) y ( Fonction ) _ ( Spectre )

d'excitation des electrqns d'énergie spectrométre théorique
dans le solide

Les méthodes de traitement numérique ont pour but de restituer avec le plus de précision
possible la fonction de distribution des électrons dans le solide, qui contient les informations physiques
intéressantes.

Différentes procédures peuvent étre distinguées :

» opération de lissage

* soustraction du bruit de fond

* convolution ou résolution d’un spectre en plusieurs composantes

* comparaison, addition, soustraction de spectres expérimentaux

* calcul de dérivées
Afin d’extraire la contribution réelle d’un signal, il faut toujours éliminer les contributions parasites dues
aux pertes d’énergie inélastiques des électrons dans le solide ; dans ce but, un bruit de fond
(proportionnel a la surface) a été soustrait dans la plupart des cas, conformément a la proposition faite
initialement par Shirley!®.
Ces opérations ayant été réalisées, 1’exploitation finale d’un spectre requiert, lorsqu’il existe plusieurs
composantes qui se recouvrent, l’estimation des caractéristiques de chacune d’elles (intensité,

énergie...).

219



ANNEXES

La procédure générale consiste au départ :

» a préciser la nature de la fonction décrivant chaque composante ainsi que les parametres
associés (position énergétique, largeur de bande a mi—hauteur dans le cas de doublet, écart
entre les composantes du doublet) ;

* a définir le nombre de composantes ;

+ aeffectuer une synthése de ces pics pour obtenir un spectre recomposé qui sera comparé a
la courbe expérimentale.

Dans cette étude, la fonction représentative de chaque composante correspond & une combinaison de
fonctions a caractere gaussien, dérivée de la fonction du spectre, et a caractere lorentzien venant du
processus photoélectronique lui-méme (largeur naturelle du niveau associé au temps de vie de 1’état
ionisé) ; un mélange 70 % de fonction gaussienne, 30 % de fonction lorentzienne a été adopté
conformément aux tests réalisés au laboratoire. L’ajustement entre le spectre synthétisé et la courbe
expérimentale s’effectue par une méthode des moindres carrés.

Le choix au départ de différents parametres tels la largeur de bande a mi—hauteur, 1’écart entre les
composantes des doublets (efc.) s’effectue en fonction de valeurs moyennes existant pour chaque type
d’atome dans un environnement donné. Par ailleurs, le nombre de composantes peut étre guidé par
I’allure de la courbe expérimentale, selon le principe simple qui consiste a traduire cette donnée avec le

nombre minimum de composantes.

L’utilisation du logiciel Casa XPS© facilite I’ensemble de ces procédures.
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Annexe A.2.ii: La Résonance Maonétique Nucléaire

La RMN a été utilisée dans ce travail afin d’aller plus loin dans la caractérisation physico-
chimique des nano-objets synthétisés. Cette technique permet en effet d’apporter des informations
complémentaires a I’XPS notamment concernant les interactions intermoléculaires mises en jeu dans la

formation des nanovalves.
L. Principe général

La RMN est une technique non destructive, extrémement riche et puissante qui permet de sonder
la matiere et d’extraire des informations structurales trés locales sur les matériaux étudiés. Elle consiste
a mesurer le comportement de 1’aimantation nucléaire plongée dans un champ magnétique statique
intense B_O) en réponse a un champ radio fréquence B_l)(t) plus  faible.
Les noyaux sont caractérisés par un moment cinétique de spin I et un moment magnétique de spin [ qui

sont reliés par la relation :

W=yl
dans laquelle v est le rapport gyromagnétique caractéristique du noyau considéré

Seuls les noyaux de spin I non nul peuvent étre étudiés en RMN, les plus courants étant ceux de spin
Y5 comme 'H, "*C, 3P, ¥Si.

Lorsqu’une population de spin nucléaires Test placée dans un champ magnétique statique B_O), le systéme
est soumis a différentes interactions qui peuvent étre externes (champ magnétique appliqué) ou internes
(champ locaux dans I’échantillon). Afin de décrire ces couplages, entre les spins nucléaires et leur
environnement, le concept d’Hamiltonien de spins nucléaire, F, a été introduit par Abragam [réf]. Cet
hamiltonien se décompose en deux termes : un terme relatif aux couplages externes et un terme relatif

aux couplages internes :
H = Heyt + Hine

1. Couplage externe : ejfet Zeeman

En I’absence de champ magnétique, I’aimantation nucléaire est nulle et de ce fait I’ensemble
des niveaux énergétiques ont la méme valeur. En présence d’un champ magnétique statique B_O), le

couplage entre le moment magnétique du noyau et le champ magnétique B_O), appelée effet Zeeman,
implique une levée de dégénérescence du niveau d’énergie fondamental en 2I+1 niveaux séparés en

énergie par :
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AE = yhB,

Les états de spin sont donc quantifiés et les valeurs possibles du nombre quantique magnétique de spin
m; sont comprise entre —I et +] variant par pas d’une unité. Ainsi, pour un noyau de spin Y2, il y a deux
états possibles avec my = +1/2 (parallele au champ B_O), position la plus stable) et mi=-1/2 (antiparallele

au champ B_O), positon la moins stable).

Ainsi, la spectroscopie RMN consiste en 1’observation des transitions entre les différents niveaux
d’énergie possible qui ne peuvent étre observées que si le systéme obéit a la loi de Bohr (AE = hv) et
que Am = +1. Cette transition se traduit par I’observation d’une seule raie de résonance a la fréquence
de résonance du noyau considéré wg, appelé fréquence de Larmor, qui est proportionnelle au champ

magnétique appliqué :
wo = 2mv = yB,

L’acquisition de signaux RMN nécessite également 1’application d’un champ radiofréquence E qui va

aussi interagir avec les spins nucléaires. L’hamiltonien relatif aux couplages externes s’écrit donc :

A N

Hexe = Ho+ Hy

2. Principe d’une expérience RMN

Une expérience RMN comprend trois étapes principales (Figure A.2.ii.1) :

1. L’équilibre : en I’absence de perturbation, les spins nucléaires précessent autour de 1’axe du champ
magnétique Eg a la fréquence de Larmor wo. La répartition des spins sur les 2I+1 niveaux d’énergie
obéit a la distribution statistique de Boltzmann et est a 1’origine d’une aimantation résultante Mo,

colinéaire a 1’axe directeur de By.

2. La perturbation : I’utilisation d’un champ alternatif radiofréquence Z?_l) qui oscille a la fréquence mo
dans un plan perpendiculaire a By induit une transition énergétique entre les niveaux. Les populations
de spins paralleles et antiparalléles tendent a s’égaler. L’application de ce champ magnétique
radiofréquence pendant une durée t perturbe 1’aimantation nucléaire macroscopique (colinéaire a By au
départ) qui s’écarte de sa position d’équilibre d’un angle 6 = yBit selon I’axe y’. Ainsi, il est nécessaire
de définir un nouveau référentiel contenant le champ B, (x’, y’, z’) tel que les axes z et z’ soient

confondus et que le nouveau repere tourne a la vitesse wo autour de I’axe z.

3. La relaxation : lorsque le champ magnétique B—{ est coupé, le systeme tend progressivement a

retrouver son état d’équilibre initial.
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Ainsi, le signal mesuré décroit sous I’effet de deux mécanismes de relaxation:

- La relaxation longitudinale Ti,, dont I’évolution du signal suit une exponentielle croissante selon
I’axe z. Elle est liée a la dynamique rapide de I’environnement moléculaire du noyau considéré et
son étude donne des informations sur les mouvements moléculaires a I’échelle de la nanoseconde.

- Larelaxation transversale T, qui traduit I’évolution de 1’aimantation par rapport a ’axe y et suit la
forme d’une cosinusoide d’argument (wyt), convoluée par une exponentielle décroissante. Ce
phénomene constitue le signal de précession libre des spins ou FID (Free Induction Decay). Elle
donne des informations sur la dynamique lente des molécules ou de leur assemblage (a 1’échelle de

la microseconde ou de la seconde).

Le passage du domaine temporel au domaine fréquentiel est assuré par le transformée de Fourier qui
conduit a 1’obtention d’un spectre composé de raies dont la position en fréquence rend compte des
couplages internes électriques et magnétiques des noyaux, et dont la largeur est associée a la dynamique

et a I’orientation des molécules.

1) L’équilibre

2) La perturbation par le champ magnétique B,

z B oy z
tz

of o] o]

détection ..

@ - B, — -y

B ' [
‘/:3"__‘:- W = } ¥
3 4

x' x excitation

3) La relaxation

,,,,,,,, 3
M,(t) = M, (1 — &‘T_l)
Relaxation longitudinale
My(t)

—t

M, (t) = M, cos(wot) eT2

Relaxationtransversale : FID

Figure A.2.ii.1 : Représentation des trois étapes principales de ’expérience RMN : x, y, et Z représente le
référentiel du laboratoire et x’, y’ et z’ le référentiel tournant)
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3. Les couplages internes

L’effet Zeeman domine généralement mais d’autres interactions interviennent dans la description du

systéme. Ainsi, ces couplages internes sont traités comme des perturbations des niveaux d’énergie

Zeeman. Ils décrivent les interactions entre les moments magnétiques nucléaires et les champs locaux

présents dans 1’échantillon. L’hamiltonien H;,; se décompose de la maniére suivante :
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L’hamiltonien H, représente le couplage entre le moment magnétique nucléaire et le champ
magnétique local induit par la circulation des électrons autour du noyau sous I’effet du champ
magnétique statique. Ce champ local contribue au champ total ressenti par le noyau ce qui implique
que les fréquences de résonance sont différentes en fonction de 1I’environnement électronique du
noyau considéré, et donc de la nature du groupement chimique auquel il appartient. Ce phénomene
d’écrantage du nuage électronique est connu sous le nom d’anisotropie de déplacement chimique.
Il dépend du champ By donc pour avoir une mesure indépendante du champ magnétique, et donc
de I’appareillage utilisé, on exprime une différence en ppm, partie par millions par rapport a la
valeur exacte de fréquence de résonnance d’un composé de référence, le tétraméthylsilane (TMS,
Si(CH3)4) dans le cas du 'H, 3C et Si par exemple. C’est ce petit écart qui va permettre de
caractériser I’environnement des noyaux étudiés.
5= (Véch — Vref)

Vesr X 108
L’hamiltonien A ; décrit les interactions spin-spin indirectes (appelées couplages J ou couplage
scalaire) entre les moments magnétiques des noyaux d’une méme molécule, via les ¢électrons de
liaison. Ces couplages J sont indépendants de la valeur du champ By et peuvent étre homo ou
hétéronucléaires. Ce couplage est responsable des structures en multiplets observées en RMN des
liquides. En RMN du solide, ce couplage est négligé car il met en jeu des énergies beaucoup plus
faible que les autres interactions (Tableau A.3.ii.1)
L’hamiltonien A, exprime I’interaction directe entre deux dipdles magnétiques pia et up associés
respectivement aux noyaux A et B voisins dans I’espace. Cette interaction, aussi appelée couplage
dipolaire, est indépendante de By et décroit rapidement (1/r’) avec la distance rag. Elle peut se
produire entre deux noyaux de méme nature (couplage homonucléaire) ou de nature différente
(couplage hétéronucléaire).
L’hamiltonien ﬁQ n’existe que pour les noyaux de spin nucléaire supérieur a 1/2 qui possédent un
moment électrique quadripolaire eQ dii a une distribution non sphérique des charges autour du
noyau. Ce moment électrique quadripolaire interagit avec le gradient de champ électrique local

présent autour du noyau ce qui aura pour effet d’affecter les niveaux d’énergies des spins nucléiares.
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Ces différentes interactions intervenant dans les coupages internes ne sont pas équivalentes et
dépendent du noyau étudié et de la nature de 1’échantillon. Les ordres de grandeur de ces interactions
sont donnés en Hertz dans le tableau suivant (Tableau A.3.ii.1) pour des échantillons dits « liquides »

(isotropes) et « solides » (couplages internes anisotropes).

Tableau A.2.ii.1 : Ordre de grandeur des hamiltoniens (en hertz) pour des systemes dits « solides » et
« liquides »

Liquide (Hz) Solide (Hz)
Zeeman 108 108
Spin-spin direct (D) 0 104
Spin-spin indirect (J) 10? 10?
Blindage électronique (o) 104 104
Quadripolaire (Q) 0 108 (si I>1) ou O (si I<1)

Un systéme est qualifié d’isotrope si ses propriétés physico-chimiques ne dépendent pas de la direction
de mesure ; les mouvements moléculaires sont tres rapides et toutes les orientations de la molécule sont
équiprobables. C’est le cas des liquides, pour lesquels les temps de relaxation sont longs (= 4s ou plus)

et les signaux RMN sont détectés sur une petite fenétre de fréquences (entre 5 et 25 kHz a 500kHz).

Un systéme est qualifi¢ d’anisotrope si a ’inverse ses propriétés physico-chimiques dépendent de la
direction de mesure. Les mouvements moléculaires sont plus lents et certaines directions sont
privilégiées. C’est le cas des monocristaux ou encore des poudres. Dans ce cas, les temps de relaxation
sont beaucoup plus courts (= 1ms) et les signaux RMN peuvent s’étendre sur une large fenétre de

fréquences (de 25 a 500 kHz a 500 MHz).

Dans le cadre de cette étude, les nanoparticules ont été analysées a 1’état solide qui constitue donc un
milieu anisotrope soumis a l’ensemble des interactions vues précédemment (sauf interaction
quadripolaire). Ces interactions magnétiques internes vont nous renseigner sur la structuration des

systemes.
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II. Techniques essentielles en RMN des solides

Le spectre RMN d’un échantillon solide statique en poudre est un spectre large, somme des

contributions de 1’ensemble des cristallites du fait de 1’anisotropie du milieu (Figure A.3.ii.2).

RMN 13C en solution

RMN 13C du solide

150 100 50 0 ppm
Figure A.2.ii.2 : Comparaison d’un spectre RMN *C en solution et en solide d’une espéce chimique

De ce fait, ’étude RMN d’échantillons solides nécessite 1’utilisation de techniques supplémentaires

développées afin d’éliminer cette anisotropie et donc d’obtenir un spectre résolu.

1. La rotation a I’angle magique

Le couplage dipolaire qui correspond a I’interaction directe entre les dipdles magnétiques a
travers ’espace devient prépondérant en RMN des solides. Il possede une dépendance angulaire en

(3cos?6 — 1) par rapport au champ magnétique statique.

L’interaction d’anisotropie de déplacement chimique, plus faible, contient également ce terme. La
rotation trés rapide de 1’échantillon a 6 = 54,74°, appelé angle magique (Magic Angle Spinning, MAS)
par rapport au champ magnétique permet de moyenner les interactions anisotropes (Figure A.3.ii.3) et

donc de se rapprocher des conditions de la RMN des liquides.

A B, A A

Y

Figure A.2.ii.3 : Schématisation de la rotation a I’angle magique (0=54,74°) d’un rotor en RMN des solides
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2. La polarisation croisée

La polarisation croisée (Cross Polarization, CP) est utilisée afin d’augmenter la sensibilité en
mesurant le signal d’un noyau peu abondant (typiquement *C ou #Si) par I’intermédiaire d’un noyau
abondant voisin (typiquement 'H ou "F). Il s’agit d’exciter le noyau abondant et de faire un transfert de
polarisation, via le couplage dipolaire, vers le noyau rare que 1’on veut observer. Ce transfert de
polarisation est d’autant plus efficace que les distances sont courtes et que la liaison est rigide entre les
deux noyaux. Cette technique n’est donc pas quantitative. Elle permet non seulement un gain en

sensibilité important, mais permet aussi de voir si des interactions existent entre ces types de noyaux.

3. Le découplage hétéronucléaire

Le découplage proton permet également augmenter 1’intensité du signal obtenu par la
suppression de I’interaction spin-spin indirects J entre les moments magnétiques des noyaux. Ainsi

chaque type d’atome apparait sous la forme d’un singulet sur le spectre RMN.

III. Conditions de travail

L’ensemble des analyses RMN ont été réalisées en collaboration avec le Laboratoire de Physico-
Chimie des Nano-Objets (LPCNO) et le Laboratoire de Chimie de Coordination (LCC) de Toulouse.
Les expériences RMN 'H 1D et 2D en solution ont été réalisées sur un spectrometre Bruker Avance 500
MHz équipé d’une sonde triple résonance 5 mm (TBI 'H. *'P. BB). Les séquences 2D ROESY ont été
enregistrées avec un temps de mixage de 300 ms. L’ensemble des mesures de diffusion ont été effectuées
par I’acquisition de séquences de type DOSY (temps de relaxation a été ajusté a 3 s). Les expériences

2D DOSY ont été traitées avec 1’application « eddosy » du logiciel Bruker TopSpin.

Les expériences en RMN des solides ont été réalisées sur un spectrometre Bruker Avance 400 équipé
de sondes de 4 mm et 1,3 mm. Une rotation des échantillons a I’angle magique a des vitesses de 10 kHz
et 60 kHz a été appliquée. Les expériences '"H MAS et Si MAS pulsées ont été enregistrées avec des
temps de contact de 5 s et 60 s respectivement. Les spectres CP-MAS '*C et Si ont ét€ enregistrés avec
des temps de relaxation de 3 s et des temps de contact de 2 ms et 3 ms respectivement. L’acqusition des
spectres *C et #Si est effectuée avec découplage des protons. Les expériences MAS 2D 'H-'H a double
quanta ont été enregistrées via la séquence back-to-back (BABA) a une fréquence de rotation de 60kHz.

L’ensemble des déplacements chimiques sur les spectres RMN 'H, 13C et #Si sont relatifs au TMS.
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