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χi onversion en monomère ihloranile tétrahloro-1,4-benzoquinoneCMC onentration miellaire ritiqueDh diamètre hydrodynamique moyen en intensité donné en DDLpar l'appareil CordouanDz diamètre hydrodynamique moyen en intensité donné en DDLpar l'appareil MalvernDBU 1,8-diazabiylo[5,4,0℄unde-7-èneDCC N,N' -diylohexylarbodiimideDCM dihlorométhaneDDL di�usion dynamique de la lumièreDDQ 2,3-dihloro-5,6-diyano-1,4-benzoquinoneDIPEA N,N -diisopropyléthylamineDMAP 4-diméthylaminopyridineDMF diméthylformamideDMSO diméthylsulfoxydeDPn degré de polymérisation moyen en nombreDSL di�usion statique de la lumièreDVB divinylbenzèneEDC 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)arbodiimideEP éther de pétrole
ε oe�ient d'extintion molaire



Liste des abréviations xviiEt3N triéthylamineEt(NH2)2 éthylènediamineEtOHNH2 éthanolamineFA �uoreséinamineFITC �uoreséine isothioyanateFRET transfert d'énergie par résonane de type Förster (Förster ResonaneEnergy Transfer)HD hexadéaneHeLa ellules adhérentes anéreuses de la patiente Henrietta LaksHLB balane hydrophile-lipophile (Hydrophile-Lipophile Balane)HOBt hydroxybenzotriazoleIP indie de polymoléularité d'une distribution de masses molairesIR infrarougeKPS persulfate de potassiumkryptopyrrole 2,4-diméthyl-3-éthylpyrrole
λabs longueur d'onde d'absorption
λexc longueur d'onde d'exitation
λF longueur d'onde d'émission de �uoreseneLCST Lower Critial Solution Temperature (température ritique inférieure desolubilité)
Mn masse molaire moyenne en nombre
Mn, th masse molaire moyenne en nombre déterminée de manière théorique
Mn, CES masse molaire moyenne en nombre déterminée par CES
MPSn, CES masse molaire moyenne en nombre déterminée par CESen utilisant une alibration onventionnelle PS
Mw masse molaire moyenne en masseMET mirosopie életronique à transmissionMMA métharylate de méthylemol % pourentage molaireNagg nombre d'agrégationNHS N -hydroxysuinimideNMP polymérisation ontr�lé par les nitroxydesNP nanopartiuleNPF nanopartiule �uoresenteNR Neutral RedPAA poly(aide arylique)PAPEO poly(arylate de méthoxy poly(oxyde d'éthylène))PBS tampon phosphate salinPEG poly(éthylène glyol) (voir PEO)PEG3(NH2)2 4,7,10-trioxa-1,13-tridéanediaminePEO poly(oxyde d'éthylène) (voir PEG)



xviii Liste des abréviations
ΦD rendement de photodestrution
ΦF rendement quantique de �uoresenePMMA poly(métharylate de méthyle)PRC polymérisation radialaire ontr�léePS polystyrèneQD quantum dotr rapport de réativitéRg rayon de gyrationRh rayon hydrodynamiqueRAFT Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer (transfert de haîneréversible par addition-fragmentation)Rh Rhodamine
ρ rendement de synthèseRMN résonane magnétique nuléaireRI indie de réfration (Refrative Index)S styrène
σ indie de polydispersité d'une distribution de taille de partiules en DDLmesurée par l'appareil MalvernSDS dodéylsulfate de sodium (Sodium Dodeyl Sulfate)SDS-PAGE dodéylsulfate de sodium-életrophorèse sur gel de polyarylamide(SDS-PolyArylamide Gel Eletrophoresis)t tempsT température
Tg température de transition vitreuseTA température ambiante
τ durée de vie de �uoresene
τD onstante de temps de photodestrution
τsol taux de solide
τ durée de vie moyenne de �uoreseneTEP transfert d'életrons photo-induitTFA aide tri�uoroaétiqueTHF tétrahydrofuraneTMS triméthylsilyldiazométhaneTris trishydroxyméthylaminométhaneTTC trithioarbonateUH agent ultra hydrophobeUS ultra-sonsUV ultravioletvis. visiblewt % pourentage massique
ζ potentiel zeta



Introdution générale
L'utilisation de nanopartiules (NPs) dans le domaine de la biologie est en plein es-sor. Lorsqu'elles sont �uoresentes, es NPs peuvent, entre autres, permettre le marquagede zones d'intérêt spéi�ques omme ertains types de ellules, des ompartiments ellu-laires, la présene de protéines, mesurer des onditions physio-himiques telles que le pH,la température ou déteter la présene de métaux. L'intérêt de e type d'objets, ompara-tivement aux �uorophores en solution, est qu'ils ont généralement une meilleure brillaneet qu'ils sont plus photostables. Pour que des NPs �uoresentes (NPFs) puissent êtreutilisées en biologie, il faut qu'elles soient le plus inerte possible pour le milieu d'analyse.L'élaboration de nanopartiules �uoresentes est un sujet entral au Laboratoire dePhotophysique et de Photohimie (PPSM UMR 8531) de l'ENS Cahan. La �uoresenede es objets peut être apportée par des �uorophores organiques tels que le BODIPY.Cette famille de �uorophores présente en e�et des aratéristiques spetrosopiques in-téressantes omme un bon rendement quantique de �uoresene, un fort oe�ient d'ex-tintion molaire et une modularité de l'émission de �uoresene relativement aisée.Les NPFs peuvent être modi�ées en senseurs par l'introdution d'une moléule sensibleà des paramètres physio-himiques omme le pH ou la présene de sels métalliques. Ainsi,des nanopartiules (NPs) de polystyrène dont le ÷ur est rendu �uoresent par dopagede BODIPY ont été étudiées au PPSM, puis fontionnalisées en senseurs de Cu2+ pargre�age d'une moléule sonde à la surfae des objets. Les prinipaux inonvénients de esNPFs sont le relargage des BODIPY ave le temps et l'utilisation de tensioatifs pourassurer leur stabilité olloïdale, e qui limite leur utilisation en milieu biologique.Ces problèmes peuvent être évités en liant le �uorophore de manière ovalente à lamatrie polymère et en réalisant la synthèse de NPs auto-stabilisées sans ajout de ten-sioatif. Des méthodes de polymérisations radialaires ontr�lées telles que la méthodede transfert de haîne réversible par addition-fragmentation (RAFT), réalisées en milieuxaqueux dispersés, permettent la synthèse in situ de NPs ÷ur-ouronne auto-stabilisées.Le développement d'un tel type de synthèse en présene d'un monomère de BODIPY aété permis dans le adre d'une ollaboration ave les laboratoires de Chimie des Polymères(LCP UMR 7610) de Paris et de Chimie, Catalyse, Polymères et Proédés (C2P2 UMR5265) de Lyon. L'idée est d'élaborer des NPFs à ouronne bioompatible et fontionna-lisable a�n de pouvoir gre�er une moléule sonde, et à ÷ur onstitué d'un �uorophoreopolymérisé à un monomère lassique, de type styrène.1



2 Introdution généraleA�n de bien dé�nir les enjeux de ette thèse, une introdution bibliographique (ha-pitre 1) présente les grands prinipes de la �uoresene et ompare les prinipales NPFs(organiques ou inorganiques) utilisées atuellement en imagerie et en biologie. L'élabo-ration de NPFs polymères est abordée plus en détail, notamment par une tehnique depolymérisation RAFT en miniémulsion. Le hapitre 2 présente la mise au point d'unesynthèse originale de NPFs ÷ur-ouronne de taille nanométrique omposées de haînesissues d'une polymérisation ontr�lée. La mise au point d'un proédé "one-pot" nées-sitant un nombre réduit d'étapes est détaillée. Les NPFs obtenues présentent un ÷ur�uoresent et une ouronne hydrophile stabilisatrie bioompatible et fontionnalisable.Les propriétés spetrosopiques de es NPFs sont détaillées dans le hapitre 3, ainsique l'in�uene de la onentration en �uorophores au sein des NPFs sur es propriétés.Ce hapitre traite également des transferts d'énergie entre BODIPY polymérisés. A�nde moduler les propriétés spetrosopiques du ÷ur des NPFs (hapitre 4), deux nou-velles familles de monomères BODIPY ont été synthétisées et opolymérisées. La premièreomprend des BODIPY enombrés ayant un système onjugué étendu a�n de déaler leurémission de �uoresene vers le rouge ; la seonde présente des monomères �uoresentsà di�érentes fontions polymérisables a�n de varier leur répartition dans la haîne deopolymère. Dans l'idée de réaliser des NPFs modulables, la nature de la ouronne desNPFs a également été hangée (hapitre 5), tout en onservant les propriétés de bio-ompatibilité et de fontionnalisation. Une attention partiulière est portée au ontr�lede la polymérisation et à l'obtention de partiules monodisperses nanométriques. En�n,le dernier hapitre (hapitre 6) présente la fontionnalisation de la ouronne des NPFspar des moléules d'intérêt biologique ou par des moléules sensibles au pH dans le butd'obtenir des nano-senseurs.



Chapitre 1 : Introdution bibliographiqueL'objetif de e hapitre est de présenter les nanopartiules luminesentes, et pluspartiulièrement les nanopartiules (NPs) polymères à base de BODIPY, pour des appli-ations en imagerie in vivo ou in vitro, mais également pour la réalisation de nanosenseurs.Dans un premier temps, il sera fait un bref rappel du prinipe de la �uoresene. Puis,le BODIPY sera présenté en tant que �uorophore partiulièrement adapté à l'élaborationde NPs �uoresentes.Les nanopartiules luminesentes peuvent être organiques ou inorganiques et être in-trinsèquement luminesentes ou être dopées par des moléules �uoresentes. Ces types deNPs seront omparées, tout en insistant sur les NPs �uoresentes polymères.En�n sera abordée l'élaboration de nanopartiules �uoresentes polymères par la mé-thode de polymérisation radialaire ontr�lée de type RAFT en milieux aqueux dispersés.1.1 Introdution au prinipe de la �uoresene moléu-laire1.1.1 Absorption de lumièreL'absorption d'un photon à la longueur d'onde λ est aratérisée par l'absorbane
A(λ).La quantité de lumière que peut absorber une moléule est aratérisée par son oef-�ient d'extintion (ou d'absorption) molaire ε. Cette grandeur est reliée à l'absorbanepar la loi de Beer-Lambert :

A(λ) = ε(λ)lC (1.1)où : A(λ) absorbane de l'éhantillon à la longueur d'onde λ

ε(λ) oe�ient d'extintion molaire à la longueur d'onde λ (L.mol−1.m−1)
l trajet optique (m)
C onentration en moléule absorbante (mol.L−1)Si plusieurs moléules absorbantes sont présentes en solution, l'absorbane totale à unelongueur d'onde donnée sera égale à la somme des absorbanes à ette longueur d'onde.Dans e manusrit, les valeurs des oe�ients d'extintion molaire seront données àla longueur d'onde maximale d'absorption. 3



4 1. Introdution bibliographique1.1.2 Prinipe de la �uoreseneLa �uoresene est un as partiulier de la luminesene dans lequel l'émission de lu-mière est produite par des moléules dans un état exité singulet. Les niveaux d'énergieaessibles pour une moléule ayant absorbé un photon sont représentés Figure 1.1 [1℄.Il existe deux types d'états életroniques pour une moléule à l'état exité : les états sin-gulets (Sn) ayant un spin total nul et les états triplets (Tn) ayant un spin total égal à 1.Chaque état possède des sous-niveaux vibrationnels (v = 0, 1, 2...). Chaque niveau d'éner-gie orrespond à une on�guration életronique, 'est à dire à un remplissage partiulierdes orbitales moléulaires par les életrons de valene de la moléule. Une transition entredeux niveaux d'énergie orrespond au passage d'un életron d'une orbitale à une autre.Pour les transitions orrespondant à des longueurs d'onde UV ou visible, les orbitalesmoléulaires impliquées sont la plupart du temps de type π−π∗ ou n−π∗. En partiulier,la transition de plus basse énergie, qui onduit à la �uoresene, orrespond au passaged'un életron de l'orbitale moléulaire oupée d'énergie la plus élevée (HO) à l'orbitalemoléulaire vaante d'énergie la plus basse (BV).

Figure 1.1 � Diagramme simpli�é de Perrin-Jablonski.Le passage de l'état exité S1 à l'état fondamental S0 peut avoir lieu de manièreradiative ou non radiative dans des laps de temps de 10−7 à 10−10 s. Chaque proessus deretour à l'état fondamental est assoié à une onstante de vitesse notée kx.Le as d'une transition radiative (r) S1 → S0 orrespond à l'émission de �uores-ene (F ) : l'énergie du photon émis est proportionnelle à l'éart entre les états et est plusfaible que elle du photon qui a permis le passage à l'état exité. Le spetre de �uores-ene est don déalé vers les plus grandes longueurs d'onde omparativement au spetred'absorption. La di�érene d'énergie entre le maximum des deux spetres est appelée ledéplaement de Stokes.Les transitions non radiatives (nr) peuvent être de nature intra- ou intermoléu-laires. Tous es phénomènes ontribuent à la onstante de vitesse non radiative (knr). Lestransitions non radiatives intra-moléulaires sont :



1.1. Introdution au prinipe de la �uoresene moléulaire 5� La onversion interne (ci) qui est une transition non radiative entre deux niveauxénergétiques de même multipliité de spin. Après absorption d'un photon qui apermis de porter la moléule à l'état S1, le retour au niveau fondamental peut avoirlieu par onversion interne. Dans le as où des états supérieurs seraient atteints(Sn, vm), le retour à l'état (S1, v0) se fait également par relaxation vibrationnelleintramoléulaire mais dans des temps extrêmement rapides (10−13-10−11 s).� Le roisement inter-système (cis) qui est une transition isoénergétique de l'état S1vers un état triplet par ouplage spin-orbite ave hangement de multipliité de spin.Les transitions non radiatives intermoléulaires peuvent venir entre autres de hos ausolvant, de transferts d'énergie vers d'autres moléules.Le retour radiatif à l'état fondamental S0 depuis l'état T1 est appelé phosphoresene.Ce phénomène rare et non favorisé à température ambiante présente une onstante devitesse radiative faible et des durées de vie de l'état exité pouvant aller jusqu'à plusieursminutes.À partir de l'état S1, il y a don deux proessus possibles de retour à l'état fon-damental, auxquels les onstantes de vitesse suivantes sont assoiées : kr et knr, ave
knr = knr intramoléulaire + knr intermoléulaire (knr intramoléulaire = kci + kcis).1.1.3 Grandeurs d'intérêt en spetrosopie de �uoreseneLa durée de vie de �uoresene orrespond au temps moyen de séjour des molé-ules dans l'état exité S1. Dans la plupart des as, la relaxation à l'état fondamental suitune inétique de premier ordre :

[A∗] = [A∗]0e
−t
τ (1.2)où : [A∗] onentration en moléules à l'état exité

[A∗]0 onentration en moléules à l'état exité à l'instant initial
τ durée de vie de �uoreseneave :

τ =
1

kr + knr
(1.3)Le rendement quantique de �uoresene dé�nit l'e�aité de �uoresene d'uneespèe :

ΦF =
nombre de photons émisnombre de photons absorbés =

kr
kr + knr

(1.4)Plus le rendement quantique d'une espèe est prohe de l'unité, plus l'e�aité de �uo-resene est grande.



6 1. Introdution bibliographiqueLa brillane rend ompte de l'e�aité totale du phénomène d'absorption et d'émis-sion de �uoresene d'un �uorophore. Elle peut être quanti�ée par [2℄ :
B = εΦF (1.5)Pour une assemblée de �uorophores (nanopartiules, maromoléules...), elle est alorsdé�nie omme :
B = NεΦF (1.6)où : N nombre de �uorophores dans l'objet observé
ε oe�ient d'extintion molaire d'un �uorophore à λexc

ΦF rendement quantique de �uoresene de l'objetEn onentrant les �uorophores sur un même objet, la brillane en est alors augmen-tée (si ΦF ne hange pas). Ces assemblées de �uorophores seront ainsi plus aisémentobservables.La photostabilité orrespond au nombre moyen d'exitations que peut subir unemoléule avant d'être dégradée. Pour de longs temps d'observation (sous mirosope, enuve...), la photostabilité des �uorophores est un paramètre primordial.En résumé, le hoix de �uorophores pour l'imagerie de �uoresene portera vers desmoléules présentant une bonne photostabilité pour de longs temps d'observation ainsiqu'une bonne brillane a�n de pouvoir les observer failement. Il peut être intéressant deonentrer les �uorophores au sein d'un même objet (tel que des nanopartiules polymères)a�n d'en augmenter la brillane et la photostabilité. Les nano-objets �uoresents serontétudiés en détail par la suite.1.1.4 Transferts d'énergieUn �uorophore dans son état exité peut transférer son énergie à une autre moléule,induisant une extintion de sa �uoresene. Le transfert d'énergie du donneur (D) versl'aepteur (A) (D et A peuvent être des moléules identiques ou di�érentes) peut avoirlieu de façon radiative ou non radiative.Le transfert d'énergie radiatif orrespond à l'absorption par une moléule A d'unphoton émis par une moléule D :
D∗ → D + hν

hν + A → A∗ ou hν +D → D∗Lorsqu'il y a transfert d'énergie radiatif, le spetre de �uoresene de D est déformé arl'intensité émise diminue dans la zone de reouvrement. L'e�aité de transfert dépend de



1.1. Introdution au prinipe de la �uoresene moléulaire 7l'intégrale de reouvrement des spetres d'émission de �uoresene de D et d'absorptionde A ainsi que de la onentration en A et D dans le milieu.Les transferts d'énergie non radiatifs peuvent être dérits par deux théories.Le transfert d'énergie par résonane de type Förster (FRET) [3℄ est un pro-essus non radiatif orrespondant à une interation entre les dip�les du donneur et del'aepteur : la transition isoénergétique a lieu entre les états vibrationnels du donneurexité et de l'aepteur (Figure 1.2). La onstante de vitesse de transfert (kT ) est donnéepar la relation :
kT =

1

τD

(

R0

r

)6 (1.7)où : kT onstante de vitesse de transfert (s−1)
τD durée de vie de �uoresene du donneur (s)
R0 rayon de Förster (nm)
r distane entre D et A (nm)

R0 orrespond à la distane pour laquelle le transfert d'énergie du donneur vers l'a-epteur et le retour du donneur vers l'état fondamental par �uoresene sont équipro-bables. R0 (et don l'e�aité de transfert) dépend prinipalement de l'orientation entreles dip�les et du reouvrement entre les spetres d'émission du donneur et d'absorptionde l'aepteur (Figure 1.2). R0 varie généralement de 1 à 10 nm selon le ouple don-neur/aepteur.Le transfert d'énergie de type Dexter [4℄ est un proessus non radiatif mettant enjeu un éhange d'életrons entre un donneur à l'état exité et un aepteur (Figure 1.3).Ce méanisme implique que les moléules soient su�samment prohes dans l'espae pourfavoriser le reouvrement orbitalaire. Son e�aité est donnée par :
kT ∝ 2π

h
Se

−2r
L (1.8)où : kT onstante de vitesse de transfert (s−1)

h onstante de Plank (4,14 × 10−15 eV.s)
S intégrale de reouvrement entre le spetre d'émission de D et d'absorptionde A (eV)
L somme des rayons de Van der Waals de D et A (nm)
r distane entre D et A (nm)Dans la plupart des as où un transfert d'énergie non radiatif a lieu, il est di�iled'estimer si le système suit un proessus de type Förster ou Dexter. Néanmoins, à trèsourte distane, le transfert de type Dexter prédomine (r < 1 nm) alors qu'à plus grandedistane e sera elui de type Förster.



8 1. Introdution bibliographique

Figure 1.2 � Représentation simpli�ée du proessus de transfert d'énergie de type Förster. A.Transfert d'énergie du donneur exité vers l'aepteur à l'état fondamental (les �èhes pleinesreprésentent les spins des életrons). B. Reouvrement spetral (-) entre les spetres d'émissionde �uoresene du donneur (· · · ) et d'absorption de l'aepteur (-). C. Cas limites d'interationsentre moments dipolaires (�èhes) du donneur et de l'aepteur (ovales) et leur in�uene sur letransfert d'énergie.

Figure 1.3 � Représentation simpli�ée du proessus de transfert d'énergie de type Dexter (les�èhes pleines représentent les spins des életrons).



1.1. Introdution au prinipe de la �uoresene moléulaire 91.1.5 Appliation à l'imagerie en milieux biologiquesLa �uoresene est une tehnique simple, rapide et peu oûteuse, omparativementà des méthodes d'imagerie telles que les rayons X ou l'imagerie par résonane magné-tique. De plus, elle permet une bonne résolution spatiale et temporelle [5℄. Cela en faitdon une tehnique de hoix pour l'imagerie en milieux biologiques lorsque les longueursd'onde d'exitation et d'émission de �uoresene des �uorophores sont bien adaptées àl'appliation désirée (Figure 1.4) [6, 7℄ :� λexc = UV ou IR : non adaptées ar les longueurs d'onde de travail peuvent réer unendommagement des tissus. De plus, la plupart des moléules d'origine biologique(aides aminés, protéines...) absorbent fortement dans l'UV.� λexc ou λF= 350-500 nm : non adaptées ar l'auto�uoresene des strutures biolo-giques est la plus importante dans ette fenêtre [8℄.� λexc ou λF= 500-650 nm : adaptées pour l'imagerie de surfae ou in vitro mais paspour le in vivo ar la pénétration des rayons lumineux est limitée à ause des fortsoe�ients d'absorption des prinipaux onstituants du sang et de la di�usion de lalumière par les petits organismes.� λexc ou λF= 650-900 nm : fenêtre de travail la plus adaptée pour l'imagerie in vivoar les rayons lumineux sont peu di�usés et pénètrent bien.

Figure 1.4 � Coe�ients d'extintion de l'eau, de l'hémoglobine (Hb) et de l'oxyhémoglobine(HbO2) [7℄. Utilisé ave permission depuis H. Kobayashi et oll., New Strategies for FluoresentProbe Design in Medial Diagnosti Imaging, Chemial Reviews, 110, 2620-2640, 2010. Droitsd'auteur 2010 Amerian Chemial Soiety.De nombreux �uorophores ont don été synthétisés pour répondre à es besoins [9, 10,11℄ (Tableau 1.1). Les plus ourants pour l'imagerie in vitro sont les rhodamines et les�uoreséines. Ces moléules appartiennent toutes deux à la familles des xanthènes [12℄.Elles présentent des brillanes intéressantes et sont solubles dans l'eau mais la modula-tion de leurs longueurs d'onde d'émission de �uoresene au-delà de 600 nm est di�ile.Ces moléules sont également solvatohromes et leur �uoresene est dépendante du pH.



10 1. Introdution bibliographiqueCes propriétés peuvent être un avantage pour l'élaboration de senseurs de pH mais uninonvénient si elles doivent être utilisées omme sondes de référene.Les yanines sont des �uorophores appartenant à la famille des polyméthines [13℄.Les plus ourantes sont les triméthine (Cy3) et pentaméthine (Cy5) yanines. Les Cy3absorbant et émettant dans le visible sont plus utilisées pour l'imagerie in vitro. Les Cy5ayant des longueurs d'onde d'absorption et d'émission dans le rouge prohe infra-rougesont plus adaptées pour l'imagerie in vivo. Ces moléules, bien qu'ayant des oe�ientsd'extintion molaire très élevés (ε > 105M−1.m−1), ont des rendements quantiques limités(ΦF ≈ 0, 3). Les longueurs d'onde d'émission de �uoresene peuvent être modulées enhangeant les groupements autour des unités aromatiques [14℄.Les BODIPY sont des moléules présentant une bonne brillane (Tableau 1.1) etdes longueurs d'onde d'émission de �uoresene modulables de 520 à 750 nm. Cette famillede moléules sera abordée plus en détail dans la partie 1.2.En�n, bien d'autres moléules omme des dérivés des squaraines ou des porphyrinesont également été développées pour l'imagerie [15, 16, 17℄.L'inonvénient des sondes moléulaires pour l'imagerie en milieux biologiques est leurfaible solubilité dans l'eau ainsi que leur éventuelle adsorption non spéi�que ou agréga-tion. De plus, es moléules, non protégées de leur environnement, ont tendane à pho-toblanhir assez failement. A�n de ontourner es limitations, diverses options ont étéenvisagées (Tableau 1.1) : l'enapsulation de �uorophores dans des matries organiques(polymère) ou inorganiques (silie) ou la synthèse de nanoobjets intrinsèquement �uores-ents (quantum dots - QDs, nanodiamants...). Les premiers ont l'avantage de onentreret protéger les �uorophores dans une matrie rigide. Ils sont failement fontionnalisableset peu toxiques mais leur grande taille peut être un inonvénient (10 < D < 100 nm). LesQDs sont des nanopartiules très brillantes (Tableau 1.1) et de petite taille (5 < D < 10nm), largement utilisées en imagerie [27℄. Cependant, la nature de leur ÷ur (Cd, Se...)présente une ertaine toxiité. En�n, les nanodiamants sont aussi brillants (Tableau 1.1)que les QDs et ont l'avantage d'être beauoup moins toxiques mais ont également une plusgrande taille (20 < D < 50 nm). Toutes es nanopartiules seront abordées plus en détaildans la setion 1.3.Un autre type d'objet �uoresent fait l'objet de nombreuses reherhes : il s'agit de laGreen Fluoresent Protein (GFP), une protéine émettant dans le vert, et de ses dérivéspouvant émettre jusque dans le rouge [28, 23, 29, 30℄. Ces protéines, parfaitement bio-ompatibles, sont assez brillantes (Tableau 1.1) et de relativement petite taille (3 < D< 5 nm). Cependant, il peut être di�ile de travailler ave de tels objets, en partiulierlorsqu'il s'agit de les fontionnaliser ou de les aratériser.



1.1. Introdution au prinipe de la �uoresene moléulaire 11
Tableau 1.1 � Comparaison des sondes intrinsèquement �uoresentes utilisées lassiquementpour l'imagerie in vivo ou in vitro.

Données issues de : BODIPY [18℄, Rhodamine [10, 19℄, Fluoreséine [20℄, Cyanines [21, 22℄,GFP [23℄, QD [24℄, nanodiamant [25, 26℄.



12 1. Introdution bibliographique1.2 Le BODIPY, un �uorophore d'intérêt pour l'ima-gerie de �uoreseneLe 4,4-di�uoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaène, plus ommunément appelé BODIPY("BOronDIPYrromethen") est un �uorophore possédant de très bonnes propriétés pho-tophysiques [31℄. La struture du noyau émissif est donnée sur la Figure 1.5. Elle estonstituée de deux unités pyrroles omplexées à un groupe di�uoroborane BF2. Les BO-DIPY sont des moléules globalement neutres mais possédant une struture zwiterrioniquedans laquelle la harge positive généralement portée par un des atomes d'azote peut êtredéloalisée sur le système π. Le groupement BF2 joue le r�le de pont liant entre les unitéspyrroles et onfère sa rigidité à la moléule. Il ne prend pas part à la déloalisation deséletrons π entre les unités aromatiques.
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1.2. Le BODIPY, un �uorophore d'intérêt pour l'imagerie de �uoresene 13Dans une première étape, la ondensation (substitution életrophile aromatique) en mi-lieu aidi�é par l'aide tri�uoroaétique (TFA) des deux pyrroles sur l'aldéhyde mène à laformation de l'intermédiaire isolable dipyrrométhane. Celui-i est alors oxydé dans une se-onde étape par la 2,3-dihloro-5,6-diyano-1,4-benzoquinone (DDQ) et/ou la tétrahloro-1,4-benzoquinone (hloranile) pour donner le dipyrrométhène. En�n, les deux dernièresétapes onsistent à déprotoner l'un des deux pyrroles par une base (triéthylamine -Et3N-ou plus ommunément N,N -diisopropyléthylamine -DIPEA) puis aussit�t à omplexer lesdeux unités aromatiques par de l'éthérate de tri�uorure de bore (BF3−OEt2) pour donnerle BODIPY.Méthode seondaire à partir de dérivés d'aides arboxyliquesCette voie de synthèse (Shème 1.2), moins répandue que la préédente, présente l'in-onvénient d'utiliser des hlorures d'aide ou des anhydrides d'aide, omposés peu stables.De plus, l'emploi de es dérivés aides interdit la présene de groupements nuléophiles surle pyrrole. Néanmoins, elle a l'avantage de ne pas néessiter l'étape d'oxydation et ainsi dediminuer les risques de dégradation (prinipalement en position méso) dus à ette étape.
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π. Les deux dernières étapes sont identiques à elles de la méthode préédente.1.2.2 Propriétés spetrosopiquesL'intérêt roissant porté à la famille des BODIPY est prinipalement dû à ses proprié-tés photophysiques remarquables, à savoir prinipalement de bons rendements quantiquesde �uoresene et une bonne photostabilité. Le département de himie physique de l'uni-versité du Pays Basque de Bilbao et l'Institut des Sienes Polymères et Tehnologies(C.S.I.C.) de Madrid ont largement étudié des omposés BODIPY ommeriaux, tel quele PM567 (Figure 1.6) [18, 31℄. Ce BODIPY appartient à la famille des krypto-BODIPYar il est onstitué de deux sous unités kryptopyrrole (2,4-diméthyl-3-éthyl-1H -pyrrole).Absorption et émission de �uoreseneLe spetre d'absorption du omposé PM567 (Figure 1.7) est omposé de deux bandes.La prinipale, autour de 520 nm, orrespond à la transition S0 → S1. Elle présente un
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PM567Figure 1.6 � Struture du BODIPY ommerial PM567.oe�ient d'extintion molaire de 86 × 103 L.mol−1.m−1 dans le toluène [18℄. Le momentde transition pour la transition S0 → S1 est orienté selon l'axe C2−C6 (Figure 1.5). Pourette bande, un épaulement vibrationnel déalé du maximum d'environ 1100 m−1 versles plus fortes énergies est observé. Celui-i est attribué aux vibrations C-H hors du plandes noyaux aromatiques onstituant le ÷ur BODIPY. La seonde bande, d'intensité plusfaible, entrée vers 370 nm orrespond à la transition S0 → S2. Le moment de transitionde ette bande est quant à lui perpendiulaire à elui de la S0 → S1 [34℄.

Figure 1.7 � Spetres du BODIPY PM567 enregistrés dans le toluène à 20�C ([PM567℄ ≈ 10−6M). Spetres d'absorption (-) et d'émission de �uoresene (- : λexc = 495 nm et · · · : λexc = 370nm). Insert : délin de �uoresene (λexc = 495 nm, λemF = 540 nm) (-), ajustement du délinet résidus (-).Le spetre d'émission de �uoresene (Figure 1.7) est quasiment le symétrique duspetre d'absorption ave un déplaement de Stokes d'environ 500 m−1. Ces résultatssuggèrent que le BODIPY présente sensiblement la même géométrie à l'état fondamental(S0) et à l'état exité (S1). Le même spetre d'émission de �uoresene est enregistré sila moléule est exitée dans la bande S0 → S2, on�rmant que l'émission de �uoreseneest due à la relaxation S1 → S0. Le rendement quantique de �uoresene du PM567 dansle toluène est de 0,94, e qui est lassique pour les BODIPY (généralement, 0,5 < ΦF <0,99).En�n, le délin de �uoresene du omposé PM567 (Figure 1.7, insert) en solution



1.2. Le BODIPY, un �uorophore d'intérêt pour l'imagerie de �uoresene 15peut être ajusté par une fontion monoexponentielle déroissante, suggérant une relaxa-tion S1 → S0 suivant une inétique de premier ordre. La durée de vie de �uoresenetrouvée est de 5,42 ns dans le toluène, e qui est lassique pour le BODIPY en solution(généralement 5 < τ < 6 ns). Les onstantes de vitesses radiatives (kr) et non radiatives(knr) sont respetivement de 1,7 × 108 s−1 et de 1,1 × 107 s−1.SolvatohromismeLes BODIPY sont des moléules dont les propriétés spetrosopiques sont très fai-blement dépendantes de l'environnement, ontrairement aux rhodamines ou �uoreséinespar exemple. Dans le Tableau 1.2 sont présentées les propriétés spetrosopiques duBODIPY PM567 dans di�érents solvants.Tableau 1.2 � Propriétés photophysiques du PM567 dans di�érents solvants à 20�C [18℄.Solvant λabs λemF ε ΦF τnm nm 103M−1.m−1 nsylohexane 523 537 93 0,70 5,60toluène 523∗ 541∗ 86 0,94∗ 5,42∗aétone 516 532 80 0,85 5,92méthanol 516 532 79 0,91 6,10
∗ valeurs mesurées au PPSM.Les maxima d'absorption et d'émission de �uoresene varient de quelques nanomètresseulement en passant du méthanol au ylohexane. Un déalage hypsohrome des bandesd'absorption et d'émission de �uoresene est généralement observé dans les solvantspolaires. À l'inverse, un déalage bathohrome est observé dans les solvants apolaires.Ce solvatohromisme négatif est ouramment observé pour les BODIPY [35℄.Cette faible sensibilité de la �uoresene du BODIPY à son environnement en fait unbon andidat pour l'élaboration de sondes �uoresentes pour le marquage biologique oupour leur inorporation dans des matries polymères.PhotostabilitéLes BODIPY sont des moléules également onnues pour leur bonne photostabilitéomparativement à d'autres �uorophores tels que eux de la famille des �uoreséines [36℄.La majeure partie des photodégradations du BODIPY est attribuée à l'oxydation du�uorophore par l'oxygène singulet : le BODIPY exité transfère son énergie à l'oxygènetriplet, e dernier devenant alors oxygène singulet, forme très oxydante. Des expérienes enmilieux saturés en azote ont pu montrer une nette amélioration de la stabilité du BODIPY,que e soit en solution ou en matrie polymère (PMMA) [37℄. Le r�le de l'oxygène a par



16 1. Introdution bibliographiqueailleurs été on�rmé par des études du photoblanhiment de BODIPY dispersés dans desmatries polymères en présene d'inhibiteurs de l'état triplet du BODIPY. Une netteamélioration de la photostabilité du BODIPY est observée, le BODIPY ne pouvant alorsplus transférer son énergie à l'oxygène pour le faire passer dans un état singulet [38℄.En�n, il a été observé à plusieurs reprises une amélioration de la stabilité des BODIPYlorsque eux-i sont inorporés ou opolymérisés à des matries polymère, omparé auas des �uorophores en solution. La photostabilité est d'autant plus marquée lorsque le�uorophore est lié de manière ovalente à la matrie polymère plut�t que simplementdispersé dans elle-i [39, 40℄. Cela est attribué au fait que le lien ovalent reliant leBODIPY à la matrie polymère permet au �uorophore dans son état exité de dissiperl'énergie non radiative à travers la haîne polymère, plut�t qu'au BODIPY lui-même.1.2.3 Modulation des propriétés spetrosopiquesIn�uene des groupements en position mésoL'ajout de groupements aromatiques ou aliphatiques en position méso du BODIPYn'a pas de grandes onséquenes sur la position des maxima d'absorption et d'émission de�uoresene du BODIPY. Cet e�et est prinipalement dû au fait que l'angle formé entrele groupement de la position méso et le noyau BODIPY est beauoup plus fermé (70-80�pour un phényle) que elui sur les autres positions. Les groupements introduits aurontdon une orientation restreinte et la onjugaison mésomère ave le noyau BODIPY serapresque impossible.Si la substitution en position méso n'entraîne pas de hangement des états énergétiquesdu BODIPY, elle peut fortement a�eter la onstante de vitesse non radiative. En e�et,la présene d'un groupement phényle présentant une rotation peu ontrainte entraîne uneperte de rendement quantique de �uoresene et une diminution de la durée de vie de�uoresene par dissipation d'énergie non radiative. Holten et oll. ont montré que larestitution des proessus radiatifs était possible : le proédé envisagé onsiste à empêherla libre rotation du phényle en le substituant par des groupements méthyles (Figure 1.8)[34℄. Des expérienes au PPSM ont montré que le même e�et est observé en plaçant desméthyles en positions 1 et 7 des pyrroles. Les meilleures propriétés spetrosopiques sontobtenues lorsque toutes les positions au voisinage de la méso sont enombrées.Un BODIPY présentant un phényle en position méso à rotation libre peut retrouverdes propriétés de �uoresene intéressantes lorsqu'il est introduit dans un solvant visqueuxou dans une matrie polymère, l'environnement empêhant tout mouvement du yle aro-matique [41℄. La substitution en méta ou en para du phényle introduit en position méso duBODIPY n'a alors plus d'in�uene sur les propriétés spetrosopiques du BODIPY [39℄ :en travaillant ave des BODIPY possédant un groupement aromatique réatif tel qu'unphénol il est alors possible d'envisager l'introdution faile de groupements fontionnelstels que des fontions vinyliques sans pour autant a�eter les propriétés spetrosopiques
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τ (ns)           0,45                       0,55                        5,8                         6,6
ΦF                0,062                     0,069                      0,93                       0,93Figure 1.8 � In�uene de l'enombrement du phényle en position méso sur les propriétés spe-trosopiques du BODIPY (adapté de [34℄).du BODIPY.Stratégies pour déaler l'émission de �uoresene des BODIPY vers le rougeComme évoqué préédemment, il peut être intéressant d'élaborer des sondes �uores-entes émettant vers le rouge, prohe infra-rouge. À es �ns, di�érentes stratégies ont étédéveloppées sur le BODIPY (Figure 1.9) [42℄ :� extension du système π� rigidi�ation de la struture� remplaement du arbone en positionméso du BODIPY par un azote (Aza-BODIPY)L'extension du système onjugué π est prinipalement réalisée par substitution enpositions 3 et 5 du pyrrole. Des substitutions en positions 1 et 7 auraient les mêmesonséquenes sur les propriétés spetrosopiques mais sont plus di�iles à réaliser enraison des onditions de synthèse des pyrroles.Dans le as du omposé a [43℄, l'insertion d'un groupement aromatique peut êtreréalisée par une synthèse du pyrrole orrespondant via une réation de Tro�mov [44℄.Au PPSM, di�érents substituants aromatiques ont ainsi été introduits sur le BODIPY,modulant l'émission de �uoresene de 601 à 626 nm [45℄.Une extension de onjugaison peut également être apportée par la présene de grou-pements styryles ou alynes. Les BODIPY b et  peuvent ainsi être obtenus par unepost-fontionnalisation via un ouplage atalysé au palladium (type Hek, Sonogashira)[46, 47℄. Le omposé  peut également être obtenu par substitution nuléophile aromatiquedes protons en positions 3 et 5 des pyrroles [48℄ et par ondensation de type Knoevena-gel [49℄. Cette dernière approhe a été développée au PPSM sur des BODIPY ayant ungroupement penta�uorobenzène en position méso et une série de BODIPY, émettant de620 à 740 nm selon la nature de l'aromatique introduit, a été synthétisée [50, 51℄.Le omposé d est rendu émissif vers le rouge par rigidi�ation du lien BODIPY-substituant [52℄. Par ette planéarité, la onjugaison entre le ÷ur BODIPY et les aroma-tiques est favorisée. La synthèse du omposé d est réalisée par une réation de Tro�movdu pyrrole de départ. Le omposé e est lui aussi rendu rigide en réant des liens entre
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Figure 1.9 � Stratégies pour déaler l'émission de �uoresene des BODIPY vers le rouge (adaptéde [42℄).



1.2. Le BODIPY, un �uorophore d'intérêt pour l'imagerie de �uoresene 19les positions (1 et 2) et (6 et 7) des pyrroles, tout en présentant également un système πétendu [53℄. Cette struture est obtenue par une réation de rétro Diels-Alder.En�n, la famille des Aza-BODIPY (f), notamment étudiée par l'équipe de O'Shea enIrlande, émet dans le prohe infra-rouge [54, 55℄. Le remplaement du arbone en positionméso par un azote stabilise l'orbitale moléulaire basse vaante et réduit ainsi l'éarténergétique entre l'état fondamental et l'état exité.In�uene des positions 2 et 6Les positions 2 et 6 ont peu d'in�uene sur les propriétés spetrosopiques du BODIPY.Elles n'en sont pas moins utilisées ar elles peuvent permettre de réaliser la polymérisationdu BODIPY via son ÷ur [56, 57, 58℄. Les polymères alors obtenus sont π-onjugués etpeuvent être utilisés pour l'élaboration de dispositifs photovoltaïques. Li et oll. ont ainsipu opolymériser des BODIPY à fontion di-iodo ave des BODIPY à fontion di-éthynylepar un ouplage de type Sonogashira [59℄. L'extension de onjugaison permet d'obtenir desmatériaux émissifs dans le rouge, prohe infra-rouge. Il est, bien sûr, possible de oupleret e�et ave l'ajout de substituants π-onjugués en positions 3 et (5 ou 8) a�n de déalerenore plus l'émission de �uoresene vers les grandes longueurs d'onde [60℄. Bard et oll.se sont quant à eux intéressés à la polymérisation par voie oxydante de BODIPY ou Aza-BODIPY présentant des positions 2 et 6 libres (Figure 1.10) [61℄. La longueur d'onded'émission de �uoresene du matériau formé dépend du nombre d'unités de monomèresdans la haîne polymère.
N

B
N

F F

N

N

B
N

F F

ou

FeCl3, DCM

N
B

N

F F

N
B

N

F F

N
B

N

F F
n

N

N

B
N

F F

ou

N

N

B
N
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20 1. Introdution bibliographiquelaser ar leur bande d'émission de �uoresene est assez étroite [37, 62, 38, 40℄. Leurspropriétés d'émission au-delà de 600 nm peuvent être mises à pro�t pour la biologie,ils peuvent notamment servir de marqueurs de protéines [63℄, de membranes ellulaires(BODIPY modi�és par une haîne lipidique) [64℄ ou d'ADN [65℄. La soiété MoleularProbes (Invitrogen) développe et vend des BODIPY à es �ns. En�n, les BODIPY sontutilisés omme senseurs de pH [66, 67℄, de ations, d'anions [68℄. La détetion repose leplus souvent sur une modulation de l'émission de �uoresene par transfert d'életronphoto-induit (TEP) [1℄.1.3 Nanopartiules luminesentesD'une manière générale, les nanopartiules sont des assemblages de plusieurs milliersd'atomes formant un objet de 1 à 1000 nm, leur onférant un rapport surfae sur volumetrès important. À titre omparatif, les nanopartiules ont des dimensions de l'ordre desprotéines ou des virus (Figure 1.11). Pour que la irulation dans les vaisseaux sanguinset l'internalisation par les ellules euaryotes par endoytose [69℄ soient les plus e�aes,il faut que leur diamètre hydrodynamique soit inférieur à 150 nm [70, 71℄.

Figure 1.11 � Ordre de grandeur des tailles des nanopartiules les plus ourantes omparé àelui des prinipales strutures biologiques.La première génération de nanopartiules rassemblait les olloïdes stables en milieuxaqueux. Ces objets étaient généralement stabilisés par des tensioatifs mais étaient rapi-dement éliminés par les marophages par phagoytose.La seonde génération de nanopartiules est rendue furtive a�n d'augmenter leur du-rée de vie dans la irulation sanguine [72, 73℄. Pour ela, les nanopartiules sont le plussouvent ouvertes de polymères hydrophiles omme des polysaharides (type dextran) oule poly(ethylène glyol) (PEG ou PEO pour poly(oxyde d'éthylène)). Ce dernier, ertaine-ment le plus utilisé, empêhe l'adsorption non spéi�que de protéines sur des surfaes par



1.3. Nanopartiules luminesentes 21répulsion stérique [74℄. Plus la densité de gre�age et la masse molaire des haînes (Mw > 2kg.mol−1) seront importantes, meilleure sera son e�aité [75, 76, 77, 78, 79℄. Le PEO estommerialement disponible ave une grande variété de fontions d'extrémités de haînes(identiques ou di�érentes), permettant son gre�age à la surfae des nanopartiules ou bienla préparation de opolymères à blos (Figure 1.12).
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            acrylate, méthacrylate...Figure 1.12 � Struture du poly(oxyde d'éthylène) (PEO) ou poly(éthylène glyol) (PEG).La troisième génération de nanopartiules va enore plus loin ar elle permet la fon-tionnalisation de la surfae par des moléules d'intérêt biologique reonnues par des el-lules/tissus ibles [80, 81℄. Ainsi des protéines, des antiorps, des aptamères peuvent êtregre�és en surfae [82, 83, 84℄.Les nanopartiules luminesentes peuvent être inorganiques (semi-onduteurs, silie,or, diamant, ...) ou organiques (polymère, ...), intrinsèquement luminesentes ou renduesluminesentes par dopage. Elles peuvent être lassées par la nature himique de leur ÷ur,porteur dans la plupart des as de la luminesene, mais la nature de leur surfae esttout aussi importante omme ela vient d'être abordé. Ces nanopartiules �uoresentes"multifontionnelles" sont largement utilisées en milieux biologiques omme marqueurs ouomme nanosenseurs, mais aussi omme nouvelles nanoplateformes d'analyse [85, 86, 87,88, 89, 90℄. Cette setion tentera de omparer les sondes les plus ouramment utilisées endi�éreniant les nanopartiules intrinsèquement luminesentes des nanopartiules rendues�uoresentes par dopage, en insistant sur les partiules polymères (Figure 1.11).1.3.1 Objets nanométriques intrinsèquement luminesentsQuantums Dots (QDs)Les quantums dots ou "boîtes quantiques" en français sont des nanoristaux semi-onduteurs d'un diamètre variant de 2 à 10 nm. Ils sont onstitués d'atomes des groupesII et VI (CdSe ou CdTe) ou III et V (InP ou InAs). La luminesene de es objets estdue à la relaxation radiative des életrons depuis la bande de ondution vers la bande devalene (ette di�érene énergétique orrespond à la bande interdite). En faisant varierla nature des atomes de ÷ur et/ou de surfae et la taille des ristaux, il est possiblede moduler l'émission de luminesene des QDs de 400 à 1400 nm (Figure 1.13) [91℄.Les QDs peuvent être jusqu'à 10 fois plus brillants que les �uorophores lassiques maissurtout ont des bandes d'émission �nes, des durées de vie de luminesene très longues(10-100 ns) et sont très photostables [24℄. Ces nanoristaux sont généralement synthétiséspar dissolution des préurseurs dans un solvant organique de type otadéène en présene



22 1. Introdution bibliographiquede ligands (généralement l'oxyde de triotylphosphine - TOPO) puis hau�age à trèshaute température (≈ 300�C) [92, 93℄. Le hoix des ligands est apital ar les défauts desurfae dans la struture ristalline vont jouer le r�le de "trous", empêhant les relaxationsradiatives. L'alternane des phénomènes de piègeage/dépiégeage mène à des phénomènesde lignotement des QDs et diminue leur rendement quantique de luminesene. Étantdonné que les QDs sont très petits, leur rapport surfae/volume est grand et don esphénomènes peuvent être très importants.

.Figure 1.13 � A. Longueurs d'ondes maximales d'émission de luminesene orrélées à la taille età la nature de ÷ur de di�érents QDs. Insert : spetres d'émission de luminesene pour ertainesnatures de ÷ur. B. Spetres d'absorption et d'émission de �uoresene de QDs CdSe/ZnS. Letrait plein orrespond à la longueur d'onde d'un laser à argon (λexc = 488 nm) pouvant êtreutilisé pour exiter les QDs (issu de [91℄)A�n d'améliorer les propriétés spetrosopiques des QDs, il a été envisagé de fabriquerdes QDs ÷ur/ouronne. Pour ela, les QDs sont ouverts d'une ouhe de matériauxsemi-onduteurs ayant une bande interdite plus large, par exemple CdSe/ZnS [94℄. Lafabriation de la ouronne est faite dans un seond temps, après réation du ÷ur. Pluselle-i est épaisse, plus le QD est protégé de l'environnement extérieur [95℄ mais alors leQD devient plus gros (jusqu'à 15 nm).En�n, les QDs restent malgré ela des objets hydrophobes à ause des ligands desurfae utilisés dans leur synthèse. À des �ns d'appliation en biologie, il est alors in-dispensable de pouvoir les post-fontionnaliser. Di�érentes stratégies ont été développéesomme la substitution du ligand originel TOPO par des ligands amphiphiles à fontionthiol, aide arboxylique, amine, PEO [27, 96, 97℄... Malheureusement, dans la plupartdes as e hangement de ligand onduit à une agrégation des QDs entre-eux et/ou àune perte de luminesene. Une autre stratégie onsiste à enapsuler les QDs dans desmatries organiques. Dubertret et oll. ont ainsi ouvert des QDs par des phospholipidesmais l'anrage des phospholipides n'était pas bien assuré [98℄. Des opolymères (à bloou statistiques) amphiphiles ont alors été utilisés, type PEO, PAA ou polyyanoarylate



1.3. Nanopartiules luminesentes 23modi�é [99, 100, 101, 102℄. Les polymères ont un double r�le : stabiliser les QDs dansl'eau par répulsion stérique et/ou életrostatique et les rendre bioompatibles. Les nano-partiules ainsi obtenues sont en général beauoup plus grosses que les QDs de départ,ave des diamètres variant entre 20 et 200 nm.Ainsi, Snee et oll. ont enapsulé des QDs de CdSe dans des polymères amphiphiles depoly(aide arylique-o-otylamide) [103℄. L'homopolymère de PAA est obtenu par unepolymérisation RAFT (�1.4.2) en milieu homogène. Puis, par ouplage peptidique entreles fontions aide arboxylique du polymère et l'otylamine, un opolymère amphiphilestatistique est obtenu. La fontion RAFT dithiobenzoate du polymère peut être réduiteen thiol [104℄ a�n d'obtenir une fontion réative supplémentaire sur le polymère. LesQDs ont alors été reouverts de e opolymère amphiphile et la réativité de la fontionthiol a été testée en faisant réagir un BODIPY ou une �uoreséine à fontion maléimide.Le BODIPY s'avère trop hydrophobe pour pouvoir onlure que sa présene est liée à unouplage ovalent ou à une adsorption non spéi�que. Ave la �uoreséine, un �uorophoreplus polaire, le gre�age ovalent est prouvé. De plus, ette moléule sensible au pH permetde réaliser un senseur pH ratiométrique.

Figure 1.14 � Enapsulation de quantums dots CdSe/ZnS par un opolymère amphiphile syn-thétisé par RAFT puis fontionnalisé par un BODIPY via une himie lik [103℄. Utilisé avepermission depuis Yinghuan Chen et oll., Imparting Nanopartile Funtion with Size-ControlledAmphiphili Polymers, Journal of the Amerian Chemial Soiety, 130, 3744-3745, 2008. Droitsd'auteur 2008 Amerian Chemial Soiety.Des QDs ont également été ouverts par une première ouhe de silie puis par uneseonde ouhe de polymère [105℄. La ouhe protetrie organique peut aussi être fon-tionnalisée par des moléules d'intérêt biologique ou par d'autres �uorophores.Les QDs sont don des nanopartiules aux propriétés spetrosopiques intéressantesmais, à des �ns d'appliation en biologie, il est néessaire de les fontionnaliser. Leurfontionnalisation néessite souvent plusieurs étapes et modi�e fortement leurs propriétésspetrosopiques. Cela en fait tout de même ertainement les nanoobjets luminesents lesplus utilisés à e jour en imagerie biologique ou médiale mais leur toxiité reste un deleurs prinipaux inonvénients [106, 107, 108℄ à ause du relargage de leurs atomes de÷ur [91, 109℄.



24 1. Introdution bibliographiqueAutres nanopartiules intrinsèquement luminesentesL'utilisation de QDs pour le vivant étant très ontroversée, d'autres nanopartiulesinorganiques a priori plus bioompatibles ont été développées [110, 111℄.Les Carbons Dots, enore peu étudiés, sont présentés omme étant une alternativemoins toxique aux QDs [112, 113℄. Ils sont onstitués d'une nanopartiule de arbonepassivée en surfae par des polymères omme des PEO diamines [114℄. Le diamètre del'objet �nal est ompris entre 5 et 20 nm. L'émission de luminesene varie en fontion dela longueur d'onde d'exitation hoisie et peut aller de 450 à 650 nm. Les durées de viesont d'environ 5 ns et les rendements quantiques varient de 0,10 à 0,04 lorsque la longueurd'onde d'émission de luminesene passe de 450 à 650 nm.Les nanodiamants luminesents (NDs) sont également présentés omme étant unenouvelle alternative moins toxique aux QDs [26℄. En e�et, es nanopartiules sont exlusi-vement onstituées de arbone et d'azote, leur luminesene étant due aux entres olorésazote-laune (N-V)−. Ces entres absorbent vers 560 nm et émettent vers 700 nm ave unrendement quantique de �uoresene prohe de 1 [25℄. Les brillanes, photostabilités etdurées de vie des NDs sont similaires à elles des QDs mais les longueurs d'onde d'émis-sion de luminesene des NDs ne sont pas modulables ontrairement aux QDs. De plus,les diamètres des NDs sont légèrement supérieurs à eux des QDs (20 - 100 nm).Les nanophosphores (NPhs) sont des ristaux inorganiques luminesents de �uor(LaF3, YF3, NaYF4), d'oxyde (Y2O3) ou de phosphate (LaPO4) dopés de terres rares(Tm3+, Er3+ ou Yb3+). Leur synthèse est faite dans des onditions similaires à elledes QDs. Le diamètre des NPhs ainsi obtenus varie de 50 à 200 nm. Ces nanoristauxémettent sous forme de raies pouvant aller de 500 à 700 nm [115℄. Les NPhs sont denature hydrophobe et il faut don ouvrir leur surfae (tensioatifs, silie, polymères...)[116℄, tout omme les QDs, pour les rendre appliables en biologie [117, 118℄. Commeles NDs, es nanopartiules o�rent une bonne alternative aux QDs en terme de toxiitémais leur inonvénient réside dans le fait que leur synthèse et la fontionnalisation de leursurfae sont assez ompliquées.Les nanoristaux �uoresents organiques sont onstitués de moléules organiques�uoresentes et généralement stabilisés par des tensioatifs. Ces nanoristaux peuvent êtresynthétisés par nanopréipitation [119℄, miro�uidique [120, 121℄, ablation laser [122, 123℄,proédés sol-gel [124, 125℄, auto-assemblage de �uorophores amphiphiles [126, 127℄. Leurspropriétés sont diretement liées à la nature du �uorophore dont ils sont onstitués et lestailles obtenues varient fortement d'un proédé à l'autre. Au PPSM, des nanoristaux àbase de BODIPY ont été synthétisés par miro�uidique notamment [128℄. Dans la plupartdes as, les NPs obtenues sont hydrophobes et doivent don subir une modi�ation de



1.3. Nanopartiules luminesentes 25surfae pour pouvoir être utilisées en milieux biologiques.En�n, les nanopartiules métalliques, qui sont intrinsèquement non �uoresentes,sont utilisées telles quelles omme agent de ontraste. Les plus ourantes sont les par-tiules d'or, supposées fortement bioompatibles [129℄. Les nanopartiules ferriques sontégalement utilisées ar, en plus d'être de très bons agents de ontraste, elles permettentde faire une détetion par magnétisme [130℄. Ces nanopartiules peuvent être ouvertespar des (maro-)moléules a�n d'introduire des fontionnalités de surfae [131, 132℄ etalors de gre�er des �uorophores omme le BODIPY [133, 134℄.Toutes es nanopartiules présentent des aratéristiques spetrosopiques intéres-santes. Néanmoins, la plupart ne sont pas stables en milieux aqueux et la fontionna-lisation de leur surfae n'est pas toujours simple à mettre en ÷uvre. De plus, ertaines,omme les QDs, sont potentiellement toxiques. Les nanopartiules polymères ou à basede silie paraissent don être une bonne alternative en terme de simpliité de himie etde bioompatibilité. Ces partiules n'étant pas intrinsèquement �uoresentes, il va falloirinsérer de façon ovalente ou non des �uorophores dans leur ÷ur ou à leur surfae.1.3.2 Nanopartiules rendues �uoresentes par dopageLes nanopartiules de silie ou de polymère sont a priori des matériaux moins toxiquesque les QDs. La silie et la plupart des polymères n'absorbent pas ou très peu dans le vi-sible. Néanmoins, es NPs n'étant pas intrinsèquement �uoresentes, il faut introduire desentres luminesents en leur ÷ur ou sur leur surfae pour qu'elles puissent le devenir. Les�uorophores étant dans la plupart des as des moléules hydrophobes, ils sont générale-ment plaés au ÷ur des matériaux. La surfae des NPs sert alors de plateforme fontion-nelle permettant l'introdution de moléules d'intérêt biologique, de groupements typePEO pour rendre les NPs furtives ou bien enore d'autres hromophores hydrosolublessensibles à l'environnement (pH, métaux, température...) a�n de réaliser des senseurs.Nanopartiules de silieLes nanopartiules de silie (SiO2) sont prinipalement synthétisées via deux mé-thodes : par un proédé sol-gel (méthode de Stöber [135℄) ou par miroémulsion inverse[136℄. Les objets obtenus par es méthodes peuvent mesurer entre 20 nm et 2 µm. Denombreuses nanopartiules à appliation en biologie ont ainsi été fabriquées [137℄.Une grande variété de �uorophores peuvent être introduits dans le ÷ur des nano-partiules de silie par es méthodes [138, 139℄. Par exemple, Sokolov et oll. ont inséréune rhodamine 6G dans une matrie de silie [140℄. Les nanopartiules obtenues mesurententre 20 et 50 nm et les auteurs ont inorporé jusqu'à 700 �uorophores par partiule. Labrillane des objets est environ 700 fois supérieure à elle de la rhodamine 6G. Néanmoins,



26 1. Introdution bibliographiquela silie étant un matériaux poreux, les �uorophores inorporés doivent être liés de ma-nière onvalente à la silie a�n d'éviter tout relargage [141℄. Cei est réalisé en insérant unefontion silane aux �uorophores. Ainsi, Prasad et oll. ont travaillé ave une Rhodaminesilane a�n d'éviter es problèmes [142℄.En e qui onerne la fontionnalisation de surfae des NPs de silie, une méthodelassique onsiste à polymériser les fontions alool à la surfae de la silie ave dessilanes : soit la moléule à gre�er possède déjà une fontion silane, elle est don attahéetelle quelle, soit de l'aminopropylsilane (APS) est gre�é, e qui est le as le plus ourant.Ainsi, des fontions amines sont disponibles à la surfae de la silie et, par ouplagepeptidique, des (maro-)moléules portant des fontions aide arboxylique peuvent yêtre attahées [142, 143℄.La silie est également largement employée pour ouvrir des partiules inorganiques(fer, QDs...) apolaires pour les rendre dispersables dans l'eau et introduire des fontionsde surfae [144℄.
Shème 1.3 � Synthèse des nanosenseurs au plomb, magnétiques, fontionnalisés par du BO-DIPY de Jung et oll. [145℄. Utilisé ave permission depuis Hye Young Lee et oll., A SeletiveFluoroionophore Based on BODIPY-funtionalized Magneti Silia Nanopartiles : Removal ofPb2+ from Human Blood, Angewandte Chemie International Edition, 48, 1239-1243, 2009. Droitsd'auteur 2009 John Wiley and Sons.En�n, il est possible d'élaborer des nanosenseurs à base de silie [146℄. Jung et oll. ontgre�é un BODIPY sensible au plomb (Pb2+) sur des nanopartiules de nikel reouvertesde silie (Shème 1.3) [145, 147℄. Ce BODIPY n'est pas �uoresent ar il y a transfertd'életron photo-induit (TEP) entre le doublet non liant sur l'azote et le benzyle duBODIPY (ΦF = 0,07). En présene de plomb (Pb2+), le TEP est bloqué et la �uoresenedu BODIPY en partie restaurée (ΦF max = 0,19). Les auteurs ont alors synthétisé des NPsmagnétiques à ÷ur nikel, ouvertes par de la silie (méthode de Stöber), sur lesquellesils sont venus gre�er le BODIPY à fontion silane. Les objets ont un diamètre de 30-40 nm et permettent de mesurer des onentrations en plomb jusqu'à 5 × 10−7 M (ΦFpartiule ≈ 0,005). Les partiules étant magnétiques par leur ÷ur, il est faile de séparerles partiules omplexées au plomb du milieu d'analyse ave un aimant.



1.3. Nanopartiules luminesentes 27Nanopartiules polymèresL'intérêt des polymères réside dans la large variété d'objets pouvant être synthétisés.Le nombre de possibilités o�ertes est quasiment aussi large que le nombre de monomèresexistant ave di�érentes sensibilités (pH, température...) [148, 149, 150℄. Il existe diverstypes d'objets polymères �uoresents dispersables dans l'eau omme les dendrimères [151,152℄, les liposomes, les mirogels ou bien enore les latex (Figure 1.15) [153, 154, 155,156℄. Cette setion ne traitera que de es deux derniers types d'objets.

Figure 1.15 � Illustration de la variété d'objets polymères existant (haînes à di�érentes to-pologies, mirogels, mielles auto-assemblées, vésiules, multiouhes, ...) [154℄. Utilisé ave per-mission depuis Jinming Hu et Shiyong Liu, Responsive Polymers for Detetion and SensingAppliations : Current Status and Future Developments, Maromoleules, 43, 8315-8330, 2010.Droits d'auteur 2010 Amerian Chemial Soiety.
• Polymères hydrosolubles �uoresentsLes mirogels ou nanogels aqueux sont des NPs gon�ées par l'eau. Ils sont ompo-sés de haînes polymères hydrosolubles rétiulées. Il est possible de rendre les mirogels�uoresents en opolymérisant le(s) monomère(s) hydrophile(s) ave un �uorophore mo-nomère ou en post-fontionnalisant les haînes ave des �uorophores [157℄. Dans tous lesas, pour e type d'objet �uoresent, le �uorophore doit être lié de manière ovalente avele polymère ar elui-i est gon�é par le solvant. Shar�-Poulsen et oll. ont opolymé-risé une rhodamine B (RhBAM) et une �uoreséine à fontion arylamide (FAM) avede l'arylamide (AM) et du bisarylamide (BAM) par une polymérisation en miroémul-sion inverse [158℄. Les mirogels mesurent 50 nm et ontiennent en moyenne 5,7 FAMet 75 RhBAM par partiule. Les mirogels sont sensibles au pH grâe à la �uoreséineet permettent de faire un senseur pH ratiométrique sensible entre pH 5,8 et 7,2. En�n,le photoblanhiment des mirogels a été étudié et il s'avère que les �uorophores opoly-mérisés aux mirogels photoblanhissent légèrement moins que les �uorophores libres en



28 1. Introdution bibliographiquesolution.Andresen et oll. ont quant à eux hoisi de post-fontionnaliser des mirogels de P(AM-o-BAM-o-MAMCl) (MAMCl : hydrohlorure de (3-propylamine) méthylarylamine) de60 nm de diamètre environ [159℄. Les mirogels sont post-fontionnalisés par trois sondes�uoresentes sensibles au pH : de l'"Oregon Green", de la �uoreséine et de la rhodamineB. Cela leur permet d'avoir des mirogels pouvant mesurer le pH intra-ellulaire de 3,5 à6,5.Les mirogels peuvent être rendus thermosensibles en inorporant un blo polymèreprésentant une LCST (Lower Critial Solution Temperature) par exemple. Dans le asdes polymères à LCST (type PNIPAM - poly(N -isopropylarylamide)), la haîne sera enbon solvant à T<LCST et en mauvais solvant pour T>LCST. Le PNIPAM présente uneLCST vers 37�C e qui en fait un andidat intéressant pour des appliations en biologie.Des nanothermomètres [160℄ ou nanosenseurs de gluose [161℄ ont ainsi été synthétisésà partir de nanogels.Une alternative aux mirogels est l'utilisation de haînes polymères �uoresenteshydrophiles non rétiulées pouvant devenir hydrophobes ou amphiphiles sous l'ationd'un stimulus externe (T, pH). Elles s'agrègent alors de manière réversible sous formed'agrégats miellaires (non rétiulés).Shiraishi et oll. ont ainsi synthétisé des haînes de opolymères P(NIPAM-o-BODIPY)de Mn = 132 kg/mol ayant 1 BODIPY pour 3200 unités NIPAM [162℄. Le BODIPY estinséré dans la haîne polymère par post-fontionnalisation en faisant réagir un kryptoBODIPY ayant une fontion pyridine en position méso sur une haîne de P(NIPAM-o-CMS) (CMS : hlorométhylstyrène). À T<LCST les haînes sont libres dans l'eau, en bonsolvant, et à T>LSCT, les haînes s'agrègent entre-elles et forment des agrégats de 80 nmenviron. Le rendement quantique de �uoresene des objets passe de 0,05 à 15�C à 0,25à 35�C (monomère dans l'eau : 0,06). Cela est attribué à la diminution de la mobilité duBODIPY lorsque les globules se forment, diminuant alors les désativations par voie nonradiative. Ce type d'objet peut être utilisé omme nanothermomètre.Le même prinipe peut être appliqué en opolymérisant un �uorophore ave un poly-mère sensible au pH omme un polyarylate possédant des amines tertiaires en bout dehaîne [163℄ ou le poly(aide arylique).En�n, Liu et oll. ont ombiné plusieurs approhes pour obtenir des polymères à doublefontionnalité, thermosensibilité et : photohromisme [164℄, sensibilité au gluose [165℄ ouau pH [166℄. Ces derniers sont synthétisés en trois étapes par une polymérisation RAFTen milieu homogène puis une post-fontionnalisation. Dans un premier temps, un opoly-mère de RhBAM et d'oligo(éthylène glyol) monométhyl éther métharylate (OEGMA)est synthétisé dans le dioxane (P(OEGMA99,5%-o-RhBMA0,5%)90). Ensuite, un seondblo hydrophile est ajouté en opolymérisant du NIPAM ave de l'hydrohlorure de N -(3-



1.3. Nanopartiules luminesentes 29aminopropyl) métharylamide (APMA) dans un mélange eau/dioxane (P(NIPAM98%-o-APMA2%)36-b-P(OEGMA99,5%-o-RhBMA0,5%)90). En�n, la �uoreséine isothioyanate(FITC) est attahée aux haînes de opolymères par un groupement thiourée a�n d'obte-nir le opolymère P(NIPAM98%-o-FITC2%)36-b-P(OEGMA99,5%-o-RhBMA0,5%)90. Unehaîne ontient don en moyenne 0,72 moléules de FITC et 0,49 moléules de RhBMA. ÀT<LCST les haînes sont libres en solution (Rh = 4 nm) alors qu'à T>LCST les haîness'assemblent en agrégats miellaires (Rh = 22 nm) ar le opolymère devient amphiphile.À pH <6, la RhBMA est �uoresente (forme ouverte) alors qu'en milieu basique ellen'est pas �uoresente (forme spirolatame). À l'inverse, la FITC n'est pas �uoresenteen milieu aide (forme spirolatone) mais devient �uoresente en milieu basique (formeouverte). De plus, à pH onstant, il est observé que l'intensité de �uoresene de la FITCdiminue alors que elle de la RhBMA augmente lorsque la température augmente. Ceiest attribué à des transferts d'énergie de type FRET depuis la FITC vers la RhBMA quisont de plus en plus favorables lorsque la température augmente. En e�et, à T>LCST,les haînes forment des agrégats miellaires, et la distane entre �uorophores diminue. Lesopolymères/mirogels ainsi formés ont une double sensibilité au pH et à la température(Figure 1.16). Ces senseurs sont ratiométriques puisqu'en exitant les objets à 495 nmet en enregistrant l'émission de �uoresene respetivement à 522 nm pour la FITC et à588 nm pour la RhBMA, et ei à di�érents pH et températures, il est possible d'établirune droite d'étalonnage intrinsèque à l'objet.

Figure 1.16 � Mirogels thermo- et pH-sensibles développés par Shiyong et oll. (adapté de[166℄).



30 1. Introdution bibliographique
• Latex �uoresentsLes latex sont des objets polymères dispersés dans l'eau, d'une taille pouvant al-ler de 10 nm à quelques µm, dont le ÷ur est hydrophobe (rétiulé ou non). Les poly-mères les plus ourants dans l'élaboration de latex �uoresents sont le polystyrène (PS)et poly(métharylate de méthyle) (PMMA). Ces deux polymères ont l'avantage de pré-senter une température de transition vitreuse (Tg) vers 100�C, e qui onfère aux latexun ÷ur rigide à température ambiante. De plus, es deux polymères n'absorbent pas ouquasiment pas dans le visible. Les deux types de monomères dont ils sont issus peuventêtre (o)polymérisés par des méthodes de polymérisation radialaire.Des dispersions de NPs polymères dans l'eau peuvent être élaborées par di�érentesméthodes. Dans la méthode par déplaement ou évaporation de solvant, des haînes poly-mères amphiphiles sont d'abord synthétisées puis, dans un seond temps, assemblées sousforme d'agrégats miellaires. Le �uorophore est la plupart du temps opolymérisé ave lemonomère prinipal dans la première étape. Des NPs �uoresentes peuvent être obtenuesin situ durant le proessus de polymérisation en utilisant des méthodes de polymérisationen milieu aqueux dispersé. Les �uorophores peuvent alors être inorporés aux NPs dans unseond temps au ÷ur des objets par des méthodes de gon�ement ou de post-gre�age enouronne des NPs. Les �uorophores peuvent également être inorporés dès le début de lapolymérisation en milieu aqueux dispersé en les mélangeant aux monomères hydrophobes(styrène, MMA...). Le as partiulier des monomères �uoresents opolymérisés par desméthodes en miniémulsion sera abordé dans le paragraphe 1.4.3.La méthode la plus simple d'élaboration de latex �uoresents est la méthode par dé-plaement de solvants. Il s'agit de synthétiser des opolymères amphiphiles, de lesisoler, puis de les redisperser dans un bon solvant misible à l'eau (généralement duTHF). Ensuite, la solution est lentement additionnée dans de l'eau sous forte agitation.Il faut proéder à une dialyse suite à la formation des nanopartiules a�n d'éliminer leshaînes libres en solution et les solvants organiques. Cette méthode, assez simple, est re-lativement longue à mettre en ÷uvre et la taille des mielles obtenues pas toujours trèsreprodutible (dépend de la T, de l'agitation...). De plus, les onentrations en NPs a-essibles sont peu élevées (< 1 wt %). Wu, Tong et oll. ont synthétisé des opolymères àblos photosensibles PEO110-b-PS41−259-b-PSPMA4−8 (PSMPA : poly(2-3-[3',3'-diméthyl-6-nitrospiro(indoline-2',2-[2H -1℄benzopyran)-10-yl℄propanoyloxy-éthyl-métharylate) parATRP (setion 1.4.1) [167, 168℄. Le SPMA est un photohrome, les objets obtenus pré-sentent don un mode "allumé" et un mode "éteint" selon l'irradiation UV ou visibleutilisée. Ave un blo PS de 85 unités et un blo PSPMA de 8 unités, les objets mesurent58 nm et ontiennent 1700 photohromes environ par objet.Dans les rares as où les opolymères amphiphiles ne sont pas trop hydrophobes, il estpossible de former diretement les mielles en solubilisant les opolymères dans l'eau eten agitant la solution pendant un temps su�samment long pour que les mielles puissent



1.3. Nanopartiules luminesentes 31se former [169, 170℄. Ensuite, les dispersions peuvent être puri�ées par �ltration.La méthode par émulsi�ation et évaporation de solvant onsiste à solubiliserle polymère dans un bon solvant (non misible à l'eau) et à ajouter de l'eau et des tensio-atifs. Puis la solution est passée aux ultra-sons a�n de former les objets. En�n, le solvantorganique est évaporé et les nanopartiules puri�ées par dialyse ou �ltration. Gabor etoll. ont synthétisé des nanopartiules de PLGA par ette méthode en inorporant unBODIPY ommerial (BODIPYr 493/503, Invitrogen) [171℄. Les NPs mesurent 120 nmde diamètre (σ = 0,087) et ontiennent 0,25 % en masse de BODIPY. Ces nanopartiulespeuvent être fontionnalisées en surfae par la protéine HSA (albumine de sérum humain)à l'aide d'un ouplage peptidique entre les aides arboxyliques de surfae des NPs et lesfontions amines de la protéine. Les fontions aides n'ayant pas réagi sont passivées parla glyine. Le gre�age de la HSA est aratérisé par mesures de di�usion dynamique dela lumière et potentiel ζ . Mais es aratérisations ne permettent pas de onlure à ungre�age ovalent ou à une simple adsorption. En�n, les NPs sont inubées en présene deellules euaryotes. À 37�C, environ 30% du BODIPY est relargué des NPs en 72h.De la même manière, des NPs de PLGA �uoresentes ont été synthétisées en ayant aupréalable marqué le polymère ave une sonde à fontion amine émettant dans le proheinfra-rouge [172℄. Sur les ellules, les NPs �uoresentes ne sont pas plus toxiques que lesnon �uoresentes. Elles ont également été testées sur des souris et elles sont prinipalementloalisées dans le foie, ontrairement aux �uorophores libres. Les auteurs onluent quees NPs pourraient être utilisées pour faire du marquage des ellules du foie.Raymo, Callan et oll. ont eux aussi enapsulé des hromophores dans des miellespolymères et les ont étudiés pour l'imagerie intra-ellulaire [173℄. Pour ela, ils ont o-polymérisé un maromonomère de PEO2k à fontion métharylate ave du métharylatede déyle a�n d'obtenir un opolymère statistique amphiphile. Le opolymère est ensuiteassemblé sous forme de mielles (méthode évaporation de solvents) en présene de krypto-BODIPY ave un groupement aide benzoïque ou N -déyl benzamide en position mésoet en présene d'un photohrome. Les �uorophores les mieux enapsulés sont les plushydrophobes (groupement N -déyl benzamide pour le BODIPY). Le rendement quan-tique de �uoresene est quasiment divisé par 2 au ÷ur des mielles omparativementau BODIPY en solution diluée, e qui est attribué à la forte proximité des �uorophores.En exitant les mielles ave de la lumière visible ou UV, il est possible de moduler letransfert d'énergie entre le BODIPY et le photohrome. En�n, des ellules ovariennes dehamster hinois ont été inubées en présene des mielles �uoresentes pendant 24h. Lesmielles passent à travers la membrane ellulaire, a priori par endoytose et ne semblentpas toxiques pour les ellules.Larpent et oll. ont utilisé la méthode de gon�ement pour obtenir des latex �uo-resents. Il s'agit de synthétiser des latex de polymère à ÷ur rétiulé (généralement PS



32 1. Introdution bibliographiquerétiulé DVB - divinylbenzène), stabilisés par des tensioatifs, par une méthode en mi-roémulsion [174℄. Les objets obtenus par ette méthode ont un diamètre ompris 10 et 20nm. En parallèle, les �uorophores sont dispersés dans un bon solvant du PS (DCM, THF,...). Cette solution organique est ajoutée en très petites quantités (de l'ordre de 100 µL)à la dispersion de NPs dans l'eau. Le solvant organique ontenant le �uorophore va alorsmigrer au ÷ur des NPs, les faisant gon�er et les rendant �uoresentes. Les NPFs sontensuite puri�ées par dialyse a�n d'éliminer les �uorophores non inorporés aux latex. Lesnanopartiules obtenues peuvent présenter en leur surfae des fontions hlorure si le sty-rène a été opolymérisé ave du p-hlorométhylstyrène [175℄. Par la suite, la fontionnalitéde surfae peut être modi�ée en fontions amine ou azoture pour pouvoir respetivementgre�er des �uorophores à fontion thioyanate par ouplage thiourée [176℄ ou à fontionalyne par himie lik [177℄. Larpent et oll. ont notamment synthétisé des nanosenseursà CuII �uoresents à base de BODIPY (Figure 1.17) [178, 179℄. Pour ela, du styrèneet du divinylbenzène ont été opolymérisés en présene de vinylbenzylylame par uneméthode de miroémulsion. Ensuite, le BODIPY est inorporé à la matrie polymère parette méthode de gon�ement. Les nanopartiules ainsi obtenues mesurent 16 nm de dia-mètre et ontiennent environ 75 BODIPY/partiule. Le omplexe CuII-ylame absorbevers 535-550 nm, 'est à dire dans la bande d'émission de �uoresene du BODIPY :en présene de uivre, l'émission de �uoresene du BODIPY est inhibée par transfertd'énergie de type FRET du ÷ur �uoresent vers les omplexes CuII-ylame en surfaeet les sondes �uoresentes sont don éteintes.
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fluorophore BODIPY
incorporé au coeur des NPsFigure 1.17 � Prinipe des senseurs de CuII développés par Larpent et oll. (adapté de [178℄).Par la même méthode, des BODIPY enombrés émettant vers le prohe infra-rouge ontété inorporés à des latex de polystyrène de 300 à 1200 nm de diamètre [180℄. Des nanopar-tiules �uoresentes à ÷ur PS hargées en "Nile Red" [181℄, ou en PtIIotaéthylporphyrineet 9,10-diphényl- anthraène [182℄, ou ÷ur PS et ouronne PEO, sensibles au dioxygèneont été préparées et étudiées sur des marophages [183℄.En�n, il est possible d'enapsuler un �uorophore en le mélangeant à des monomèreshydrophobes lors de proessus de polymérisation en émulsion ou en miniémulsion(�1.4.3 pour plus de détails sur es tehniques). Il ne sera possible d'enapsuler que des�uorophores présentant une ertaine solubilité à l'eau, telle la �uoreséine, par une teh-nique d'émulsion ar le �uorophore doit pouvoir migrer à travers la phase aqueuse. Wu et



1.3. Nanopartiules luminesentes 33oll. ont reporté la synthèse de NPs à ÷ur PS dans laquelle de la �uoreséine avait étéenapsulée [184℄. La surfae des partiules présentant des fontions amines et aides, lesauteurs ont pu gre�er une autre sonde �uoresente omme la rhodamine. L'inonvénientprinipal de es NPs est leur grand diamètre (3 µm).La méthode de polymérisation en miniémulsion permet l'obtention de NPs générale-ment plus petites mais surtout ne néessite pas de migration du �uorophore à travers laphase aqueuse. Landfester et oll. ont ainsi enapsulé des �uorophores de type pérylènedans des NPs de PS de 100 nm de diamètre environ [185, 186℄. Les NPs sont hargéessoit positivement (amines), soit négativement (aides arboxyliques) en surfae. Les NPsont été inorporées ave suès dans des ellules anéreuse de type HeLa. Il ressort desobservations que les NPs les plus hargées pénètrent le mieux et que les méanismesd'endoytose ne sont pas les mêmes pour les deux types de partiules.Du BODIPY [187℄, du pyrène [188, 189℄ et de nombreux autres �uorophores [190℄ oudes lanthanides [191℄ ont ainsi été enapsulés dans des matries de PS.Le prinipal inonvénient des méthodes de gon�ement et de o-enapsulation est queles �uorophores au ÷ur des nanopartiules ne sont pas liés de manière ovalente à lapartiule, induisant un éventuel relargage du �uorophore au ours du temps. De plus,es nanopartiules sont dans la plupart des as stabilisées par des tensioatifs, moléuleslabiles et potentiellement toxiques.A�n d'éviter e problème de relargage, O'Shea et oll. ont gre�é des Aza-BODIPY surdes latex de PS ommeriaux (5-150 µm) présentant des fontions alool prinipalementen surfae [192℄. Le lien ovalent est réalisé en substituant le �uor du BODIPY par l'oxy-gène des fontions alool des latex de PS en milieu basique (Shème 1.4). Environ 10%des fontions alool sont ainsi substituées par des Aza-BODIPY. Les partiules peuventémettre de 680 à 736 nm selon la nature de l'Aza-BODIPY gre�é. L'inonvénient dees objets réside dans leur taille mirométrique qui ne leur permet pas de pénétrer dansles ellules. Des travaux sont en ours a�n de réaliser la même étude sur des partiulesde taille nanométrique. Des latex similaires ont été transformés en senseur pH. Cela estrendu possible en gre�ant un Aza-BODIPY pouvant s'allumer ou s'éteindre selon le pH(phénomènes de TEP) [193℄.Le même type de nanosenseurs de pH a été synthétisé en gre�ant di�érentes moléulesde la familles des xanthènes sur des latex PS de 80 nm de diamètre à fontion de surfaeamine [194℄.
• NPs à base de polymères onduteursLes NPs à base de polymères onduteurs onstituent également un autre typede matériau �uoresent polymère [195, 196℄. Des NPFs peuvent être préparées selon lesméthodes évoquées préédemment [195℄ en enapsulant le polymère onduteur dans une
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Shème 1.4 � A. Synthèse des dérivés Aza-BODIPY B(OMe)2. B. Fontionnalisation des par-tiules de PS par les Aza-BODIPY [192℄. Utilisé ave permission depuis Aniello Palma et oll.,New On-Bead Near-Infrared Fluorophores and Fluoresent Sensor Construts, Organi Letters,11, 3638-3641, 2009. Droits d'auteur 2009 Amerian Chemial Soiety.matrie de polymères amphiphiles (type PAA-b-PS [197, 198℄). Les polymères ondu-teurs peuvent également être eux-mêmes amphiphiles et s'auto-assembler sous forme demielles [199℄. Meking et oll. ont reporté la synthèse de NPs à base de polymères ondu-teurs par une méthode de miniémulsion [200℄. Les objets mesurent entre 20 et 40 nm dediamètre. Les longueurs d'onde d'émission de �uoresente varient de 496 à 634 nm maisles rendements quantiques des NPFs dans l'eau sont relativement faibles (4 à 11 %). L'in-onvénient de es objets est qu'ils néessitent une étape de puri�ation par dialyse a�nd'éliminer le atalyseur de polymérisation et les tensioatifs.Dans le as où les polymères onduteurs sont enapsulés, le relargage du polymèreest quasi inexistant omparativement au as des �uorophores organiques, à ause de leurforte masse molaire. Ils ont été étudiés pour l'imagerie en milieu biologique [199℄ maisleur prinipal inonvénient est qu'ils sont moins brillants que les partiules polymèresdopées par des �uorophores, bien que des études réentes aient permis de réer des NPsde polymère onduteur 15 fois plus brillantes que leurs analogues QDs [201℄. De plus, lespolymères onduteurs ne sont pas aessibles par polymérisation radialaire, un type depolymérisation simple à mettre en ÷uvre et qui permet de générer des NPFs in situ.

• Toxiité des NPs polymèresDe nombreuses études ont été faites onernant, d'une part, la toxiité des NPs poly-mères pour les ellules de mammifère et, d'autre part, la furtivité de es objets une foisintroduits dans le iruit sanguin. Les méanismes d'internalisation par les ellules parendoytose de NPs ou des mielles polymères ne sont pas enore bien maîtrisés [202℄. Onsait ependant que des objets d'un diamètre inférieur à 150 nm sont failement ingérés.Une modi�ation de la ouronne hydrophile par des moléules spéi�ques des harges desurfae peuvent aider à l'endoytose [71℄. D'un point de vue furtivité, le polymère le plusrépandu pour fontionnaliser la surfae des NPs polymères reste le PEO [73℄. Si la biodis-tribution des NPs veut être ontr�lée, d'autres (maro-) moléules devront être introduitesen surfae [203℄. À es �ns, il faut don réaliser la synthèse de NPs multifontionnelles[80℄.



1.4. Élaboration de nanopartiules polymères à arhiteture ontr�lée 35Les méthodes évoquées dans e paragraphe pour la synthèse de NPs polymères nepermettent pas d'obtenir en une étape des NPs �uoresentes auto-stabilisées où le �uoro-phore est lié de manière ovalente aux NPs. De plus, la plupart de es méthodes requièrentl'utilisation de tensioatifs pour la stabilité olloïdale des NPFs et les dispersions obtenuessont la plupart du temps très diluées.La setion suivante a pour but de présenter la méthode de polymérisation en minié-mulsion ouplée à une méthode de polymérisation radialaire ontr�lée. En utilisant estehniques ave un monomère �uoresent, il est alors possible d'obtenir des NPs �uores-entes en une étape, présentant di�érents blos polymères fontionnels. De telles méthodespermettent de travailler à des taux de solide intéressant (10-20 wt %). De plus, l'utilisationde polymères réatifs fontionnels permet de s'a�ranhir des tensioatifs.1.4 Élaboration de nanopartiules polymères à arhi-teture ontr�lée. Synthèse in situ de nanoparti-ules �uoresentes auto-stabilisées1.4.1 Polymérisation radialaire ontr�léeDe toutes les tehniques de polymérisation, la polymérisation radialaire est l'une desplus utilisées dans la prodution mondiale de polymère. En e�et, elle-i onerne unlarge hoix de monomères et n'est pas limitée en hoix de proédé, de température et estompatible ave l'eau. Les synthèses peuvent ainsi être menées en milieu homogène (masseou solution) ou en milieu hétérogène (émulsion, miniémulsion, suspension, préipitation,dispersion...). Mais la polymérisation radialaire onventionnelle présente un inonvénientmajeur : elle ne permet pas d'obtenir un ontr�le de la struture maromoléulaire.Il y a un demi sièle, Mihel Szwar fut le premier à introduire le onept de poly-mérisation vivante [204℄. Il le dé�nit omme étant un proessus de roissane de haînes"in�ni", sans réations de terminaison et de transfert. La roissane ontinue, dit-il, tantqu'il y a des monomères à onsommer. Il prévoit que e proessus peut être très utile dansla synthèse de opolymères à blos par ajouts suessifs des di�érents monomères. Cepen-dant, il n'existe pas de polymérisation vivante idéale par voie radialaire étant donné quela terminaison bimoléulaire entre radiaux et les réations de transfert sont inévitables.Ces réations seondaires indésirables devront être limitées a�n d'obtenir des maromo-léules à arhiteture ontr�lée. Cela peut être réalisé en limitant le nombre de haînesatives en même temps [205℄.Ainsi, en 1982, Otsu a proposé un méanisme de polymérisation basé sur l'utilisationd'iniferters (disulfure de tétraéthylthiurame), moléules apables d'amorer (initiateur),de donner lieu à des réations de transfert (transfert) et de terminaisons (terminaison)[206℄. Ces travaux marquent le début de la Polymérisation Radialaire Contr�lée (PRC)



36 1. Introdution bibliographique[207℄ qui a vu le jour dans les années 90 ave des tehniques omme les polymérisa-tions radialaires ontr�lées par terminaison réversible par les nitroxides (NMP) [208℄ etpar transfert d'atomes (ATRP) [209, 210, 211℄ ou par transfert de haîne réversible paraddition-fragmentation (RAFT) [212℄. Ces méthodes de polymérisation radialaire per-mettent de fontionnaliser les haînes a�n d'introduire un �uorophore ou une moléuled'intérêt biologique en bout ou le long de la haîne [213, 104℄.Le point ommun, astuieux, de toutes es tehniques est de réer toutes les haînesdans un laps de temps très ourt en début de polymérisation puis de les faire roître simul-tanément. Cela est rendu possible grâe à un équilibre entre espèes atives propageanteset espèes dormantes (Shème 1.5). Le temps de vie des haînes en roissane est alorsprolongé malgré leur grande réativité [210℄. Il est ainsi possible d'obtenir des haînes audegré de ontr�le prohe de elui obtenu en polymérisation anionique, tout en gardant lagrande �exibilité de mise en ÷uvre o�erte par la polymérisation radialaire.
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+ MShème 1.5 � Prinipe général de la polymérisation radialaire ontr�lée.Les ritères d'une polymérisation ontr�lée sont :� une évolution linéaire du degré de polymérisation moyen en nombre (DPn) et desmasses molaires moyennes en nombre (Mn) ave la onversion en monomère (χ). Unéart à l'idéalité est onstaté lorsque l'amorçage est lent ou lorsque des réations detransfert ou de terminaisons irréversibles ont lieu (Figure 1.18) ;
Mn = DPn ×Mmonomère × χ+Mextrémités (1.9)DPn =

[monomère(s)]0
[agent de ontr�le]0 × χ (1.10)� une évolution linéaire des rapports logarithmiques de la onentration initiale enmonomère ([M℄0) sur la onentration en monomère à l'instant t ([M℄t) ave letemps ;� des indies de polymoléularité (IP) qui déroissant ave la onversion et inférieursà 1,5 ;� un réamorçage possible à haque moment de la polymérisation en ajoutant du mo-nomère.
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Figure 1.18 � Comportement théorique du DPn (degré de polymérisation en nombre) en fontionde la onversion.1.4.2 Polymérisation radialaire ontr�lée par transfert de haîneréversible par addition-fragmentation (RAFT)La polymérisation RAFT, proposée en 1998 par Rizzardo et Moad [212℄, est basée surun proessus d'éhange réversible assuré par des espèes soufrées appelées agents RAFT.Cette tehnique inlue la méthode MADIX (MAromoleular Design via the Interhangeof Xanthates) qui elle se limite aux dérivés dithioarbonates (appelés xanthates) [214℄. Lastruture générale des agents RAFT est donnée Figure 1.19. La nature des groupementspartants (R) et ativants (Z) est primordiale dans le hoix d'un agent RAFT, omme elasera évoqué plus en détail. Dans le as où les agents RAFT ne sont pas moléulaires maismaromoléulaires, ils sont appelés maro-agents RAFT.
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RFigure 1.19 � Struture générale des agents RAFT.D'un point de vue pratique, les modes opératoires des synthèses sont similaires à euxd'une polymérisation radialaire lassique, l'agent RAFT étant ajouté au milieu réation-nel avant le début de la polymérisation. Par omparaison, la méthode NMP néessitedes onditions de synthèse plus lourdes que la RAFT, à savoir des températures et/oudes pressions assez hautes, éventuellement destrutries pour le �uorophore utilisé. Laméthode par transfert d'atomes ATRP utilise des métaux tels que le uivre, générale-ment olorés dans le visible, e qui peut être gênant pour les propriétés spetrosopiquesreherhées. C'est pourquoi, de toutes les tehniques lassiques de polymérisation radia-laire ontr�lée, la polymérisation RAFT paraît la plus intéressante pour la réalisation denanopartiules �uoresentes.



38 1. Introdution bibliographiquePrinipe du ontr�le de la polymérisation en RAFTLe ontr�le de la polymérisation par la méthode RAFT est assuré par un équilibred'addition-fragmentation réversible entre espèes atives (radiaux) et dormantes (haînesportant le groupement RAFT) (Shème 1.6) [215℄.
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ktShème 1.6 � Méanisme de la polymérisation RAFT.Après une étape lassique d'amorçage par un amoreur radialaire (I•), les haînesen roissane (P•

n) réagissent rapidement sur les agents de transfert par addition surla double liaison C=S ave la onstante kad 1. Le radial intermédiaire ainsi formé sefragmente alors en deux espèes (kfr 2) : un nouveau radial (R•) et une espèe dormante.R• peut réamorer une polymérisation pour former une nouvelle haîne de polymère ous'additionner de nouveau sur l'agent RAFT (kad 2) pour former un maro-agent RAFT.Une fois tout l'agent RAFT onsommé, l'équilibre d'additions-fragmentations réversiblessuessives prend plae : il y a formation de haînes maromoléulaires à arhitetureontr�lée. Les réations de transfert entre espèes atives et dormantes doivent être rapidesdevant la propagation des haînes de façon à avoir une évolution linéaire des massesmolaires ave la onversion et une distribution étroite des masses molaires.À l'issue de la polymérisation, la majorité des haînes seront d'une longueur �xée parle rapport initial [M℄0/[RAFT℄0 et la onversion en monomère (DPn, équation 1.10) etporteront à une extrémité le groupement R et à l'autre le groupement thioarbonylthio.Comme dans toute polymérisation radialaire, il pourra y avoir des réations de ter-minaison (kt), mais la proportion de haînes mortes par rapport aux haînes vivantes sera



1.4. Élaboration de nanopartiules polymères à arhiteture ontr�lée 39plus faible dans le as d'une polymérisation RAFT que dans le as d'une polymérisationradialaire lassique.Pour que le ontr�le soit assuré, il faut également que la onentration en agent RAFTsoit largement supérieure à elle en amoreur (typiquement supérieure à 5).D'un point de vue inétique, la polymérisation RAFT suit théoriquement la mêmeinétique que des polymérisations radialaires lassiques. Néanmoins, il est ourant d'ob-server des e�ets de retard à la polymérisation. Bien que es e�ets ne soient pas totalementompris, deux hypothèses sont proposées, toutes deux mettant en ause le radial inter-médiaire formé [216℄ :� le radial intermédiaire réagit sur de ourtes haînes de polymères en roissane.� la fragmentation du radial intermédiaire est lente devant les autres fragmentations,ela pouvant être dû à la présene d'un groupement Z trop stabilisateur ou d'unmauvais groupement partant R.Choix de l'agent RAFTL'équilibre entre espèes atives et dormantes est déterminé par le ouple agent RAFT-monomère (Figure 1.20) [217, 218℄. Ainsi, le suès d'une polymérisation RAFT varésider dans le hoix d'un agent RAFT approprié. En fontion des groupements R ou Z,eux-i sont lassés en di�érentes familles (Figure 1.20) :� le groupement Z, appelé "groupement ativateur" ou "stabilisant", va avoir une�et sur la stabilité du radial intermédiaire thioarbonylthio. Des groupementséletroattrateurs (ex : benzyle) vont favoriser l'addition des radiaux sur la doubleliaison C=S. Néanmoins la stabilité de et intermédiaire doit être ajustée pour quela fragmentation du groupement R puisse avoir lieu et que la polymérisation soitréamorée [220℄. Dans le as où Z est un atome de soufre, il s'agit d'agents RAFTtrithioarbonates (TTC) [221℄. Le soufre permet de su�samment ativer la liaisonC=S pour avoir des équilibres d'addition-fragmentation rapides, tout en minimisantles e�ets de retard à la polymérisation. Ces agents de ontr�le sont de ouleur jaune,alors que les agents dithiobenzoates sont roses.� le groupement R doit être un bon groupe partant omparé aux haînes polymèresen roissane. Il doit également pouvoir failement réamorer une polymérisation.Pour hoisir un bon groupement R, des paramètres omme l'enombrement stérique,la stabilité du radial, et sa polarité doivent être onsidérés. Ave des groupementsumyle ou yanoisopropyle, de bons résultats sont obtenus pour les polymérisationsdu styrène, des arylates et même pour des métharylates [222℄. Des substituantsporteurs d'un lien aide arboxylique (R = C(CH3)2COOH) sont largement em-ployés ar ils permettent de fontionnaliser les agents RAFT.
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Figure 1.20 � Résumé des di�érents types d'agents RAFT adaptés aux grandes familles demonomères (issu de [219℄, adapté de [218℄).



1.4. Élaboration de nanopartiules polymères à arhiteture ontr�lée 41Synthèse de opolymèresLa polymérisation RAFT est une polymérisation "pseudo-vivante" et permet la syn-thèse de opolymères statistiques, alternés ou à blos [223℄ ou à arhitetures/nature demonomères enore plus variées [224℄. Néanmoins, quelques préautions doivent être prises.Pour des opolymères synthétisés à partir d'un milieu réationnel ontenant les deuxmonomères, l'agent RAFT doit permettre le ontr�le d'au moins l'un des deux monomèresprésent en quantité su�sante [225℄. La répartition des monomères dans la haîne poly-mère sera liée à leurs rapports de réativité, sahant que eux-i sont onsidérés être lesmêmes que dans une polymérisation radialaire lassique. Di�érents types de opolymères(alternés, statistiques, à gradient...) peuvent ainsi être obtenus.Dans le as de opolymères à blos obtenus via une extension de haînes porteusesde la fontion RAFT (synthétisées dans une première étape), l'ordre dans lequel les blosvont être synthétisés va être déterminant [226℄. L'agent RAFT doit bien évidemmentontr�ler la polymérisation du premier blo ; mais pour le seond blo, le groupement Rpartant sera alors la haîne de polymère du premier blo. Si le seond monomère forme unradial plus stable que le maro-radial du premier blo, la formation d'un opolymère àblos ne se fera pas ave suès. C'est pourquoi il est reommandé de débuter la synthèsede opolymères à blos par la formation de maro-agents RAFT de type métharylate etde poursuivre l'extension de haînes ave des monomères styréniques puis arylates.Exemples de opolymères �uoresents synthétisés par RAFTChujo et oll. ont polymérisé deux types de monomères BODIPY à fontion mé-tharylate en milieu homogène dans l'anisole par une méthode RAFT (agent RAFT :dithiobenzoate de umyle) [227℄. Ils ont ainsi obtenu des maro-agents de transfert �uo-resents possédant en moyenne 20 �uorophores par haîne. Ces derniers ont alors étéutilisés pour réamorer une polymérisation du styrène a�n d'obtenir des opolymères àblo P(BODIPY)-b-PS ayant environ 5 mol % de BODIPY par haîne. Les opolymèressont ensuite solubilisés dans du THF puis séhés sur des lamelles de verre. Des NPs �uo-resentes d'assez grande taille (D ≈ 250 − 300 nm) sont obtenues. Ces objets, bien queprésentant des aratéristiques spetrosopiques similaires aux BODIPY de départ sontpolydipserses et indispersables dans l'eau.Cette même équipe a ensuite synthétisé un agent de transfert de type RAFT à fontionBODIPY situé sur le groupement R (Shème 1.7) [134℄. L'agent de transfert permetl'obtention de haînes PNIPAM à arhiteture ontr�lée et rendues �uoresentes par leBODIPY situé à leur extrémité. Les haînes polymères sont ensuite �xées à des partiulesd'or par rédution de la fontion RAFT en thiol puis par réation d'une liaison dative entrel'Au et les doublets non liants du soufre. Les partiules d'or �uoresentes ainsi obtenues ontl'avantage d'être de petite taille (D ≈ 10 nm) mais elles ne possèdent qu'environ 5 haînespolymères par partiule et don seulement 5 �uorophores par partiule. Une extintion



42 1. Introdution bibliographiquede �uoresene est observée pour des températures supérieures à la LCST du polymèrear alors le BODIPY est su�samment prohe de l'or pour qu'il puisse y avoir transfertd'énergie non radiatif. Ce phénomène est réversible en faisant varier la température autourde la LCST et est d'autant plus marqué que la longueur de la haîne PNIPAM est élevée.

Shème 1.7 � Partiules thermosensibles or/BODIPY développées par Chujo et oll. [134℄. Utiliséave permission depuis Atsushi Nagai et oll., BODIPY-Based Chain Transfer Agent : Reversi-bly Thermoswithable Luminesent Gold Nanopartile Stabilized by BODIPY-Terminated Water-Soluble Polymer, Langmuir, 26, 15644-15649, 2010. Droits d'auteur 2010 Amerian ChemialSoiety.Winnik et oll. ont utilisé la même stratégie pour marquer un agent de transfert de typedithiobenzoate ave un naphtalimide. Cet agent RAFT �uoresent est ensuite utilisé pourformer un opolymère de N-(2-hydroxypropyl)métharylamide et de N -métharyloxy-suinimide [228℄.Liu et oll. ont quant à eux synthétisé des opolymères amphiphiles P(S99,1%-o-NBDAE0,1%-o-SPMA0,8%)20-b-P(NIPAM99,7%-o-RhBAM0,3%)60 thermosensibles (PNIP-AM), pH sensibles (RhBAM), photohromes (SPMA, forme spyropyrane du 10-(2-métha-ryloxyéthyl)-30,30-diméthyl-6-nitro-spiro(2H-1-benzo-pyrane-2,20-indoline)) et ayant unesonde �uoresente �xe interne (NBDAE, 4-(2-aryloyloxyéthylamino)-7-2-nitro-2,1,3-benz-oxa-diazole) [229℄. Dans l'eau, les opolymères amphiphiles s'auto-assemblent spontané-ment sous forme d'agrégats miellaires sphériques de 50 nm de diamètre. L'émission de�uoresene des NPs dépend du pH et de la température (même prinipe que dans [166℄,Figure 1.16). De plus, en milieu basique, la RhBAM n'est pas �uoresente et en exitantles objets dans l'UV, le photohrome MCMA devient �uoresent et un transfert d'éner-gie vers le NBDAE devient possible. Cela permet d'avoir des nanosenseurs ayant quatreouleurs d'émission de �uoresene dépendant de la température et du pH.Wooley et oll. travaillent sur des NPs ÷ur/ouronne assemblées par la méthode pardéplaement de solvants, à ÷ur ou à ouronne post-rétiulés [156, 230℄. Les opolymèrestriblos amphiphiles onsituant les mielles sont synthétisés par deux polymérisation



1.4. Élaboration de nanopartiules polymères à arhiteture ontr�lée 43RAFT suessives en milieu homogène a�n d'obtenir du PEO44-b-PNAS45-b-PS60-TTC-C12 (PNAS : poly(N -aryloxysuinimide)) (Ip = 1,2). Les groupements suinimides sontdes esters ativés qui permettent de post-gre�er des moléules portant une amine via unouplage peptidique. La ouronne des mielles est ainsi rétiulée en faisant réagir les NPsave un PEO diamine de faible masse molaire. Di�érentes sondes �uoresentes ont éga-lement pu être gre�ées sur la ouronne des NPs, omme la ypate diamine ou l'HL-800diamine (moléules de la famille des yanines) (Shème 1.8) [231℄. Pour le premier �uo-rophore, en moyenne 40 moléules sont insérées par partiule (Dh = 59 nm), ave un ΦF= 0,005 (B = 40 × 103 M−1.m−1). Pour l'HL-800 diamine, en moyenne 20 �uorophoressont gre�és par NP (Dh = 56 nm), ave un ΦF = 0,036 (B = 144 × 103 M−1.m−1). Lemême type d'objet est obtenu en miellisant des opolymères à blos PEO44-b-PVBA18-TTC-C12 (a) ou PEO113-b-PVBA46-TTC-C12 (b) (PVBA : poly(4-vinylbenzaldéhyde)).Les mielles sont ensuite fontionnalisées ave une �uoreséine (F) à fontion amine etrétiulées ave un PEO diamine ourt. Ces mielles rétiulées �uoresentes mesurent en-viron 21-24 nm. Dans le as du opolymère (a), les auteurs introduisent entre 15 (B =104 × 103 M−1.m−1) et 150 (B = 59 × 103 M−1.m−1) �uoreséines par partiule. Maisaugmenter le nombre de F par partiule ne permet pas d'augmenter la brillane des par-tiules à ause de l'importante inhibition de �uoresene entre F. A�n d'éloigner les F,elles-i ont été gre�ées sur les mielles à plus gros ÷ur (b). Le rendement quantique de�uoresene est alors largement augmenté (de 0,088 à 0,233 pour 15 F par partiule) etla brillane a été augmentée jusqu'à 510 × 103 M−1.m−1 (30 F par partiule).Ces types d'objets ont été transformés en senseurs pH ratiométriques ave une formemultiompartimentaire [232℄ ou en tube [233℄. De même, d'autres NPs ont été fontion-nalisées par un plasmide ou des oligonuléotides et leur toxiité sur des ellules HeLa etCHO a été étudiée [234, 235℄.

Shème 1.8 � Nanopartiules �uoresentes à ouronne hydrophile rétiulée développées parWooley et oll. (adapté de [231℄).La polymérisation radialaire ontr�lée RAFT permet don l'obtention de polymères�uoresents à arhiteture ontr�lée. L'utilisation de �uorophore possédant une fontionpolymérisable permet de les lier de manière onvalente à la haîne polymère durant l'étape



44 1. Introdution bibliographiquede polymérisation. Néanmoins, es polymères réés néessitent une étape d'assemblage a�nd'obtenir des NPFs. Une tehnique pour s'a�ranhir de ela est de former des NPFs pardes méthodes de polymérisation en milieux aqueux dispersés omme la miniémulsion. Enouplant es proédés à la méthode RAFT, des NPFs à arhiteture maromoléulaireontr�lée sont obtenues in situ durant la polymérisation.1.4.3 Synthèse de latex en milieux aqueux dispersésLes polymérisations radialaires peuvent être réalisées par di�érents proédés. Le plussimple est le proédé en masse, où les monomères liquides une fois polymérisés donnentun polymère solide ou un liquide très visqueux, souvent di�ile à manipuler. En plusde et inonvénient pratique, la forte visosité du milieu réationnel empêhe d'éliminerla haleur produite lors de la réation de polymérisation la plupart du temps exother-mique. A�n de diminuer la visosité du milieu, il est alors possible d'utiliser des solvantsorganiques (ou éventuellement de l'eau selon les solubilités des monomères/polymères uti-lisés) dans l'objetif de diluer les monomères et polymères formés. Néanmoins, la dilutiondes monomères peut entraîner des diminutions de vitesses de polymérisation et n'est pasnéessairement intéressante d'un point de vue industriel.Pour pallier es problèmes, les himistes ont développé les tehniques de polyméri-sation en milieux hétérogènes aqueux qui permettent l'obtention de nanopartiules depolymères dispersées dans l'eau [236℄. Elles se di�érenient prinipalement par leur étatinitial (solubilité du(es) monomère(s) et de l'amoreur, type et onentration en tensio-atifs), méanisme et taille des partiules obtenues. Leur point ommun est la formationde partiules de polymères hydrophobes stabilisées par des (maro)moléules tensioa-tives dans l'eau. Le système étant dispersé, sa visosité sera faible, et ela failitera lamise en ÷uvre du produit �nal. L'eau permet également de dissiper la haleur, diminuantainsi les risques d'emballement thermique. En�n, l'utilisation d'eau à la plae de solvantsorganiques est plus respetueuse de l'environnement.De façon industrielle, les latex sont prinipalement produits par des méthodes de po-lymérisation en émulsion [237℄. L'état initial du système est onstitué de deux phases : degrosses gouttes de monomère (d > µm), stabilisées par des tensioatifs, sont disperséesdans la phase ontinue (eau) ontenant l'amoreur de polymérisation, des unités mono-mères en très faible nombre et des mielles de tensioatif. L'étape de nuléation a lieu dansla phase aqueuse après amorçage et le nombre de nanopartiules augmente rapidementjusqu'à disparition des mielles de tensioatifs. La roissane des partiules est assuréepar la di�usion des monomères à travers la phase aqueuse, les gouttes initialesjouant le r�le de réservoirs. Une fois tout le monomère onsommé, une dispersion stablede partiules de polymère stabilisées par des tensioatifs est obtenue. Typiquement lesdiamètres des NPs obtenues sont ompris entre 50 et 500 nm.Bien que ette méthode d'obtention de latex soit assez faile à mettre en ÷uvre, elle nepermet pas l'utilisation de monomères présents sous forme solide ou très hydrophobes, tels



1.4. Élaboration de nanopartiules polymères à arhiteture ontr�lée 45que la plupart des �uorophores [238℄. En e�et, pour e type de monomères la di�usion àtravers la phase aqueuse est impossible. La polymérisation en miniémulsion permet quantà elle d'obtenir des dispersions stables de nanopartiules, sans néessiter de di�usion dumonomère à travers la phase aqueuse.Polymérisation en miniémulsionLa première polymérisation du styrène en miniémulsion date de 1985 et a été réaliséepar El-Aasser et oll. [239℄. Le prinipe de ette tehnique est de former un système initialmétastable de gouttes de monomère(s) stabilisées par des tensioatifs. Idéalement, les NPsobtenues seront une opie de es gouttes.La Figure 1.21 représente de façon simpli�ée le prinipe de la polymérisation enminiémulsion. Le système initial est onstitué de gouttes de monomères hydrophobesontenant un agent ultra-hydrophobe, un amoreur hydrosoluble ou organosoluble (asreprésenté sur ette �gure) et éventuellement un omposé à enapsuler. Les gouttes sontstabilisées par des tensioatifs. Le mélange est alors soumis à un isaillement sous forteénergie (typiquement des ultra-sons à l'éhelle d'un laboratoire) et, si les omposants sontbien hoisis, une dispersion métastable de gouttes de monomère(s) homogènes en tailleest obtenue. Que l'amoreur soit organo- ou hydro-soluble, la nuléation doit se faire pré-férentiellement dans les gouttes ; ensuite le monomère va polymériser au sein des gouttesjusqu'à sa onsommation totale. La taille des partiules �nales obtenues est idéalementelle des gouttes de monomère dont elles sont issues, elles-i allant typiquement de 50 à500 nm [240, 241℄.

Figure 1.21 � Prinipe de la polymérisation en miniémulsion (adapté de [240℄).La bonne stabilité des gouttes de monomère initiales est primordiale pour l'obtentiond'une dispersion de partiules homogènes et nanométriques. En e�et, omme toute émul-sion, elle-i va être perturbée par des phénomènes de oalesene et de di�usion omme



46 1. Introdution bibliographiquele mûrissement d'Ostwald [242℄. Le hoix des onstituants de départ va don être essentiela�n d'assurer la stabilité olloïdale du système.Les miniémulsions sont des systèmes thermodynamiquement métastables, ontraire-ment aux miroémulsions qui sont des systèmes thermodynamiquement stables (où latotalité de la surfae des gouttes de monomère(s) est ouverte par des tensioatifs) [174℄.Choix du tensioatifLes phénomènes de oalesene (puis éventuellement de rémage) peuvent être évi-tés par l'utilisation de tensioatifs. Ceux-i vont avoir un double e�et proteteur : parrépulsion stérique et/ou életrostatique, ils vont pouvoir empêher deux gouttes de oa-leser ; par abaissement de la tension interfaiale entre les gouttes de monomère et la phaseaqueuse, ils vont diminuer la pression de Laplae présente au sein de haque goutte :
PLaplace ∝

γ

d
(1.11)où : PLaplace pression de Laplae

γ tension interfaiale entre les phases aqueuses et organiques
d diamètre des gouttesHistoriquement, le SDS (dodéylsulfate de sodium), tensioatif anionique, a été le pre-mier à être utilisé en polymérisation en miniémulsion. Généralement, plus la onentrationen tensioatifs est élevée, plus la tension interfaiale entre les phases organique et aqueuseest faible et plus les nanopartiules obtenues sont petites [243℄. L'équipe de Landfesteret oll. a omparé di�érentes natures de tensioatifs au SDS et étudié leur in�uene surla taille de nanopartiules de polystyrène [244℄. Dans le as du bromure de étyltrimé-thylammonium (CTAB), tensioatif ationique, les mêmes tailles de nanopartiules sontobtenues qu'ave le SDS à quantité de tensioatif omparable. Pour une onentration entensioatif de 10 mM (C ≈ 1,5 wt % par rapport au styrène), le tensioatif ouvre 30%de la surfae des gouttes de monomère. Dans des onditions omparables et en utilisantun tensioatif non ionique polymère, dérivé du poly(oxyde d'éthylène) (Lutensol AT50r,BASF - 50 unités EO, haîne alkyle), les partiules obtenues sont environ deux fois plusgrosses, bien que toujours monodisperses. L'utilisation de polymères amphiphiles ommetensioatifs sera détaillée par la suite.Agents ultra-hydrophobesLe phénomène de mûrissement d'Ostwald peut être diminué par l'ajout de moléulesultra-hydrophobes (UH) à la phase organique, modi�ant ainsi le potentiel himique desgouttes de monomère. Il s'établit alors une pression osmotique dans les gouttes qui vaontrebalaner la pression de Laplae :

Π ∝ RTc

M
(1.12)



1.4. Élaboration de nanopartiules polymères à arhiteture ontr�lée 47où : Π pression osmotique
R onstante universelle des gaz parfaits
T température
c onentration en UH
M masse molaire de l'UHD'une manière shématique et simpli�ée, onsidérons deux gouttes de monomères Aet B de taille identique, ontenant la même onentration  en agent ultra-hydrophobe.Si une partie du monomère de A migre vers B, A va devenir plus petite que B et paronséquent PLaplace A > PLaplace B. S'il n'y avait pas d'UH, A se viderait totalement dansB ; mais dans A, la onentration en UH a augmenté et don la pression osmotique. A�nde diminuer la pression osmotique en A, une partie du monomère de B va alors devoirréintégrer A. Le système est alors revenu dans son état initial.Beauoup de moléules peuvent être utilisées omme agent ultra-hydrophobe, sahantque plus elui-i sera insoluble dans l'eau, meilleure sera son e�aité [245℄. Il faut bien sûrégalement que l'UH soit soluble au monomère. Le omposé le plus ouramment utilisé pourla polymérisation en miniémulsion du styrène est ertainement l'hexadéane (HD), aveune solubilité dans l'eau de 7,0 × 10−9 mol % (ontre 5,2 × 10−3 mol % pour le styrène)[246℄. Bien que ouramment utilisé, l'hexadéane a le désavantage de rester présent dans lespartiules �nales obtenues, e qui peut être problématique pour d'éventuelles appliationsen biologie.C'est ainsi que Reimers et oll. ont les premiers pensé à employer des polymères ommeUH [247℄ en utilisant du PMMA pour la polymérisation du MMA [248℄. Pour es auteurs,les polymères sont très e�aes omme stabilisants mais ils ne permettent la stabilisationdes gouttes que d'une manière inétique et non thermodynamique (ontrairement à l'HDpar exemple). En e�et, leur forte masse molaire et leur faible onentration molaire nepermettent pas d'obtenir des pressions osmotiques aussi élevées que elles obtenues avede petites moléules (équation 1.12). Néanmoins, ils stabilisent su�samment les émulsionspour retarder les phénomènes de mûrissement d'Ostwald avant que la polymérisation nedémarre. El-Aasser et oll. ont utilisé le PS et l'hexadéane omme UH pour la polyméri-sation en miniémulsion du styrène [249, 250℄. Les partiules sont stabilisées par le SDS etamorées en phase aqueuse par le KPS. Les auteurs ont utilisé trois polymères de massesmolaires variant de 39 à 206 kg/mol. En utilisant le PS en plus de l'hexadéane, le nombrede partiules obtenues est multiplié par 2, sahant que plus la masse molaire du PS estforte, plus le nombre de partiules est faible pour un même pourentage massique ajouté(aord ave Reimers). Par ailleurs, l'e�et de la fontion terminale des PS (extrémité sul-fonate ou H) ne semble pas avoir d'in�uene sur la inétique de polymérisation et la tailledes partiules.En�n, la plupart des polymères ont l'avantage, devant les UH moléulaires, d'êtresolubles dans leur monomère, d'être très insolubles dans l'eau et surtout d'être inertespour le produit �nal.



48 1. Introdution bibliographiqueChoix de l'amoreurLes amoreurs historiquement utilisés en miniémulsion sont hydrosolubles, omme leKPS (persulfate de potassium). Ave e type d'amoreurs, une fois les radiaux générés enphase aqueuse et les oligoradiaux formés, ils vont migrer vers les gouttes de monomèrepour ommener la polymérisation. En utilisant des amoreurs organosolubles ommel'AIBN, l'amorçage et la nuléation se font au sein des gouttes de monomère, sans migra-tion des radiaux d'une phase à l'autre. El-Aasser et oll. ont herhé à savoir si la seuleprésene d'un amoreur organosoluble su�sait à remplaer partiellement l'HD [251℄. Ilsont ainsi réalisé la polymérisation du styrène en présene d'HD et de SDS : l'AIBN et leperoxyde de benzoyle ne sont pas assez hydrophobes pour diminuer onsidérablement laquantité d'HD, mais le peroxyde de lauroyle a donné des résultats enourageants.Obtention de nanopartiules ayant une surfae hydrophile fontionnalisableLors de l'élaboration de NPs multifontionnelles, il peut être intéressant d'en (post-)fontionnaliser la surfae. Cei peut être failement réalisé en opolymérisant un mono-mère hydrophile fontionnalisable ave un monomère hydrophobe. Landfester et oll. [252℄ont obtenu des latex de polystyrène à fontion aide arboxylique ou amine en opolymé-risant du styrène ave de l'AA ou du hlorure de métharylate de 2-aminoéthyle présentde 0 à 10% en poids. Si le tensioatif utilisé est non ionique, la stabilité olloïdale n'estpas assurée. En utilisant un tensioatif ionique, des partiules homogènes sont obtenues.La même formulation permet d'enapsuler un �uorophore (N -(2,6-diisopropylphényle)-pérylène-3,4-diarboximide) [185℄.Dans la suite, nous verrons la synthèse de NPs de type ÷ur/ouronne synthétiséesen employant des opolymères à blos.Nanopartiules �uoresentes synthétisées par miniémulsion.Il est possible de synthétiser des NPs �uoresentes où le �uorophore est lié de manièreovalente au ÷ur des NPs en utilisant un omonomère �uoresent. Winnik et oll. ontainsi synthétisé des NPs de PMMA ou de PS opolymérisés ave des dérivés métharylatesde benzothioxanthènes [238℄. Les NPs mesurent entre 60 et 145 nm de diamètre selon lanature de la matrie et la quantité de tensioatif utilisée. Les monomères �uoresents sonttous polymérisés à plus de 92 % et peuvent être inorporés jusqu'à 3 % en masse. Lamême équipe a également opolymérisé des dérivés naphtalimides dans une matrie depoly(métharylate de butyle) [253℄.Réemment, Turshatov et oll. ont utilisé une approhe di�érente en employant desdérivés monomères amphiphiles à base de BODIPY possédant des unités sulfonates [254℄.Ces monomères sont utilisés ave du SDS pour la polymérisation en miniémulsion dustyrène. Les auteurs arrivent à inorporer jusqu'à 0,1 wt % de BODIPY par rapport austyrène et les NPFs obtenues mesurent alors environ 100 nm de diamètre. Les monomères



1.4. Élaboration de nanopartiules polymères à arhiteture ontr�lée 49�uoresents sont prinipalement loalisés à la surfae des NPFs et leurs durées de vie de�uoresene moyennes sont de 3,6-3,9 ns.La miniémulsion permet également la synthèse de nanopartiules photohromes [255℄,ou de NPs à la fois �uoresentes et photohromes stabilisées par des tensioatifs [256℄ oupar une ouronne hydrophile obtenue à partir d'un PEO à fontion métharylate [257℄.Résumé sur la polymérisation en miniémulsionLes aratéristiques d'une polymérisation en miniémulsion sont les suivantes :� la formation d'une miniémulsion requiert de l'énergie pour la formation des petitesgouttes de monomère ;� la tension de surfae entre les gouttes de monomère et la phase aqueuse est largementsupérieure à 0 et la surfae des gouttes n'est pas totalement reouverte par destensioatifs ;� les miniémulsions requièrent l'emploi d'agents ultra hydrophobes a�n qu'une pres-sion osmotique puisse s'établir et ontrebalaner la pression de Laplae au sein desgouttes ;� il n'y a par onséquent pas de migration de monomère à travers la phase aqueuse.Si les onstituants de départ sont bien hoisis, une dispersion olloïdale stable etmonodisperse de polymères est obtenue. Cette tehnique permet l'enapsulation ou la o-polymérisation de hromophores ainsi que l'élaboration de partiules à surfae fontion-nalisable. Néanmoins, la polymérisation radialaire lassique en miniémulsion ne permetpas la formation de maromoléules à arhiteture et omposition ontr�lées. La polymé-risation radialaire ontr�lée a alors été développée en milieu hétérogène a�n d'obtenirdes partiules homogènes en terme de taille des NPs et de masse molaire des haînespolymères.1.4.4 Polymérisation RAFT en miniémulsionLa polymérisation RAFT en miniémulsion [258, 259℄ s'est développée dans le butd'obtenir des partiules de taille nanométrique de strutures variées (÷ur/ouronne parexemple [260℄) et omportant des haînes de opolymères d'arhitetures modulables (o-polymères à blo, alternés...). Contrairement aux milieux homogènes, la transposition dela polymérisation radialaire lassique à la polymérisation RAFT en miniémulsion n'estpas triviale. Les prinipaux problèmes renontrés sont dus à la ompartimentalisationdes agents RAFT et monomères, modi�ant la onentration en agents RAFT entre par-tiules et durant la synthèse. La stabilité olloïdale des partiules et le ontr�le de lapolymérisation sont fortement a�etés par es e�ets [261℄.En PRC onduite en miniémulsion, toutes les haînes sont amorées en même tempset grandissent simultanément au sein des gouttelettes de monomère. Au début de lapolymérisation il existe don une forte onentration en oligomères, et pas ou peu de



50 1. Introdution bibliographiquehaînes de polymère à forte masse molaire (ontrairement à la polymérisation radialaireonventionnelle). Cei peut entrainer un e�et de "super gon�ement" où les monomèresdes gouttes non nuléées migrent à travers la phase aqueuse pour alimenter les gouttesoù la polymérisation a déjà débuté [262℄. Ce phénomène peut être minimisé en utilisantpar exemple des maro-agents RAFT plut�t que des agents RAFT moléulaires [263℄,une plus forte onentration en agent ultra-hydrophobe, une plus faible onentration enagent RAFT, ou enore l'utilisation de tensioatifs non ioniques.De plus, des problèmes d'hydrolyse de l'agent RAFT, en partiulier en milieu aqueuxbasique ont été reportés [264℄. L'hydrolyse semble moins faile pour des agents RAFTtrithioarbonates que pour les dithioesters [265℄.En�n, l'un des problèmes majeurs est la migration de l'agent RAFT en phase aqueuse.Ce phénomène arrive prinipalement en début de polymérisation lors de la rupture dufragment R, pouvant entraîner des phénomènes d'inhibition ou de retard [266, 267℄. Ilest possible de limiter, voire d'empêher et e�et en utilisant des agents RAFT maro-moléulaires hydrophobes [268℄. Ainsi, Heuts et oll. ont obtenu des nanopartiules depolystyrène plus petites (160 nm ontre 250 nm de diamètre) et une inétique de poly-mérisation plus rapide en utilisant un maro-agent RAFT possédant un blo PS de 2080g/mol (mais les IP restent prohes de 2) [269℄.Malgré es inonvénients, des avanées réentes ont montré le potentiel de ette teh-nique pour réaliser des objets originaux et multi-fontionnels lorsque les omposants dedépart ont été bien hoisis. Les meilleurs résultats sont obtenus en utilisant des maro-agents RAFT amphiphiles. Ces derniers permettent notamment de mener les synthèsessans l'utilisation de tensioatifs omme ela sera abordé dans la partie suivante.Utilisation de maro-agents RAFT amphiphilesLes maro-agents RAFT amphiphiles vont permettre d'introduire un blo hydrophilefontionnel en surfae des partiules pour l'obtention de partiules ÷ur/ouronne. Durantla synthèse ils permettent également la stabilisation des partiules par répulsion stérique.Ils permettent don d'obtenir des NPs auto-stabilisées, sans tensioatifs.Martins dos Santos, D'Agosto, Lansalot et oll. ont synthétisé des latex de polystyrènepegylés en utilisant un maro-agent RAFT dithiobenzoate à base de PEO45 [270℄. Lesauteurs utilisent omme agent ultra-hydrophobe l'hexadéane. En utilisant l'AIBN ommeamoreur, les partiules obtenues mesurent en moyenne 200 nm, mais si la onentration enmaro-agent RAFT est élevée, les partiules obtenues présentent des trous. Si l'AIBN estremplaé par le KPS, les partiules sont légèrement plus petites mais elle présentent enoredes trous. Cei peut être attribué à la solubilité du PEO dans le styrène qui peut permettrela formation de ompartiments multiples. Dans tous les as, les opolymères à blo PEO-
b-PS présentent des IP d'environ 1,9. La même équipe a alors hangé de maro-agentRAFT en utilisant ette fois deux types d'agents trithioarbonates (Figure 1.22) [271℄.Enore une fois, en augmentant la onentration en maro-agent RAFT, les partiules



1.4. Élaboration de nanopartiules polymères à arhiteture ontr�lée 51obtenues sont plus petites. Ave le PEO-PTTC les partiules sont plus homogènes entaille et les IP plus faibles (1,3 ontre 1,6 ave le PEO-DTTC). Par ailleurs, les auteursont observé que le PEO-DTTC formait des mielles en phase aqueuse, alors que le PEO-PTTC présente ertainement une CMC très supérieure. Ce dernier est prinipalementloalisé à l'interfae entre les gouttes de monomère et la phase aqueuse, assurant paronséquent une meilleure stabilité des gouttes et empêhant une nuléation seondaireau ÷ur des mielles. L'amélioration du ontr�le de la polymérisation et de la taille desgouttes observés ave le PEO-PTTC ont été attribués à ette loalisation.Il est à noter que le PEO-DTTC a été utilisé ave suès par Charleux et oll. dans lapolymérisation en émulsion du styrène et de l'ABu (arylate de butyle) [272℄.
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CNFigure 1.22 � Struture des maro-agents RAFT pegylés utilisés dans la référene [271℄ pour lapolymérisation en miniémulsion du styrène.Un des risques enourus en utilisant des maro-agents RAFT hydrophiles est qu'ilssoient prinipalement loalisés dans la phase aqueuse, rendant alors impossible un bonontr�le de la polymérisation dans les gouttes de monomères hydrophobes. Pour failiterl'anrage des maro-agents RAFT dans les gouttes de monomère il est alors possibled'ajouter un blo de polymère hydrophobe de masse molaire judiieusement hoisie. Cesmaro-agents RAFT amphiphiles vont alors jouer le r�le de tensioatifs mais seront trèspeu labiles ontrairement aux tensioatifs lassiques.Hawkett et oll. ont utilisé des maro-agents RAFT trithioarbonates PAA5-b-PS20-TTC-C4 (Figure 1.23) ou PAA5-b-PABu20-TTC-C4 pour ontr�ler respetivement lapolymérisation en miniémulsion du styrène ou de l'arylate de butyle en milieu aqueuxbasique [273℄. La polymérisation est réalisée en présene du maro-agent RAFT, du mo-nomère, de l'eau basique et de l'ACPA omme amoreur. Auun autre produit n'est nées-saire, omme un tensioatif ou un agent ultra-hydrophobe. Pour un rapport [monomère℄0/ [maro-RAFT℄0 de 50 environ, les nanopartiules à ÷ur PABu mesurent 70 nm de dia-mètre et les haînes dont elles sont onstituées ont un IP de 1,24 alors que les partiules à÷ur PS mesurent 105 nm de diamètre et leurs haînes ont un IP de 1,19. Lorsque la tailledu blo polystyrène augmente (de 50 à 560), la taille des partiules diminue (jusqu'à 73nm de diamètre) mais les IP augmentent (jusqu'à 2,09). La même équipe a alors étudiéles propriétés tensioatives de trois types de maro-agents RAFT dérivés de elui présentéFigure 1.23 : PAA8-b-PS8-TTC-C4, PAA9-b-PS5-TTC-C4, PAA9-TTC-C12 [274℄. À l'aidede mesures de tension de surfae, les auteurs ont trouvé que les deux agents RAFT à blohydrophobe PS5-TTC-C4 ou TTC-C12 se omportent omme des tensioatifs moléulairesave une CMC dé�nie. En revanhe, il n'est pas possible de déterminer une CMC pour lePAA8-b-PS8-TTC-C4, dû à une très faible solubilité du omposé dans l'eau. Par ailleurs,



52 1. Introdution bibliographiqueles auteurs ont montré que elui-i stabilise mieux les gouttes de monomère. La taille dublo hydrophobe des maro-agents RAFT amphiphiles est don un ritère primordial dansla stabilisation des partiules.
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yFigure 1.23 � Struture des maro-agents RAFT PAAx-b-PSy-Cn utilisés par Hawkett et oll.pour la polymérisation en miniémulsion du styrène [273, 274, 275℄.En�n, ette équipe a également étudié l'in�uene du blo polystyrène sur le ontr�lede la polymérisation du styrène en miniémulsion [275℄. Les auteurs ont travaillé avetrois maro-agents RAFT de di�érentes longueurs de blos hydrophiles et hydrophobes(Figure 1.23) : PAA5-b-PS15-TTC-C4, PAA5-b-PS24-TTC-C4, PAA20-b-PS28-TTC-C4 etPAA12-b-PS5-TTC-C4. La stabilité dans le temps des gouttes de styrène dans l'eau (aprèssoni�ation du système) a été étudiée ave es trois maro-agents RAFT, vraisemblable-ment en gardant onstante la onentration en monomère ([S℄0 = 4,23 mmol) et en modi-�ant la onentration en maro-agent RAFT ([styrène℄0/[maro-RAFT℄0 variable, τsol ≈1%). Ave les trois premiers maro-agents RAFT, pour un rapport [styrène℄0/[maro-RAFT℄0 (DPn visé) de 300, les gouttes mesurent environ 70 nm de diamètre et sontstables dans le temps. En revanhe, ave l'agent RAFT PAA12-b-PS5-TTC-C4, le dia-mètre des gouttes augmente dans le temps (de 800 à 1200 nm en une heure), e qui tra-duit un phénomène de mûrissement d'Ostwald. Ave les trois autres types de maro-agentsRAFT, quel que soit le rapport [styrène℄0/[maro-RAFT℄0, les partiules mesurent sensi-blement la même taille, bien que les plus petites soient obtenues ave le plus hydrophobedes agents RAFT (PAA5-b-PS24-TTC-C4). Lorsque le rapport [styrène℄0/[maro-RAFT℄0augmente, les partiules deviennent homogènes en taille. Cei est attribué au fait quelorsque la onentration en maro-agents RAFT est trop grande par rapport à elle dustyrène, eux-i ne se trouvent plus seulement à la surfae des gouttes mais forment aussides agrégats en phase aqueuse (Figure 1.24). Les auteurs onluent que le maro-agentRAFT le plus e�ae est le plus hydrophobe des amphiphiles. Ce type de maro-agentRAFT est très intéressant pour la polymérisation en miniémulsion dans la mesure où ilremplae à la fois le tensioatif et l'agent ultra-hydrophobe.En Chine, l'équipe de Luo a également utilisé des maro-agents RAFT de même na-ture PAA29-b-PS5-TTC-C12 pour la polymérisation du styrène en émulsion [276℄. Ils ontomparé leur e�aité de stabilisation olloïdale à des polymères à blo PAA29-b-PS5(sans fontion RAFT) et à du SDS. Des onlusions similaires à elles de Hawkett sontfaites, à savoir que l'utilisation de tensioatifs maromoléulaires prévient le mûrissementd'Ostwald et les phénomènes de super gon�ement, ontrairement au SDS utilisé seul.Cette même équipe avait préédemment réalisé la synthèse de nanoapsules polymères
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Figure 1.24 � Clihés de MET des latex de polystyrène stabilisés par PAA5-b-PS24-TTC-C4pour di�érents rapports [styrène℄0/[maro-RAFT℄0 (DPn visé) et pour une [styrène℄0 onstante(de gauhe à droite, DPn visé = 70, 98, 213 et 403) [275℄. Utilisation ave permission depuis BinhT. T. Pham et oll., Miniemulsion Polymerization with Arrested Ostwald Ripening Stabilized byAmphiphili RAFT Copolymers, Maromoleules, 43, 7950-7957, 2010. Droits d'auteur 2010Amerian Chemial Soiety.en miniémulsion ave des agents RAFT de masse molaire beauoup plus faible : PAA2-
b-PS1−3-TTC-C12 et en présene d'hexadéane [277℄. Les auteurs obtiennent alors desnanoapsules de polymère d'environ 100 nm, mais elles-i ne sont homogènes en taillequ'ave l'ajout de SDS à la formulation.En résumé, la polymérisation RAFT en miniémulsion est un outil de hoix pour la réa-lisation de nanopartiules ÷ur/ouronne présentant di�érents blos polymères fontion-nels. Le suès de e type de polymérisation réside dans un hoix judiieux des onstituantsde départ. L'utilisation de maro-agents RAFT amphiphiles ayant des blos hydrophileset hydrophobes de masses molaires adaptées présente de nombreux avantages : elle per-met de réaliser les synthèses en l'absene de tensioatifs et de moléules UH, onstituantspouvant être gênants pour des appliations en biologie notamment.



54 1. Introdution bibliographique1.5 Choix d'un système "idéal" pour notre étudeÀ travers ette introdution bibliographique il a été vu que les nanopartiules poly-mères sont un outil de hoix pour l'élaboration de nanomarqueurs/nanosenseurs �uores-ents. A�n d'en exploiter au maximum les apaités, il faut :� utiliser un �uorophore photostable et aux propriétés de �uoresene éventuellementmodulables. Le BODIPY est un bon andidat ;� utiliser un �uorophore présentant une fontion polymérisable par voie radialaire.Ainsi, il sera opolymérisé à une matrie polymère et don lié de manière ovalenteà la NP évitant tout relargage ;� isoler les �uorophores de référene du milieu extérieur a�n d'éviter toute variationde �uoresene lors des hangements de milieu ;� pouvoir onentrer les �uorophores au ÷ur des objets tout en maintenant de bonsrendements quantiques de �uoresene et don une bonne brillane de l'objet ;� avoir un ÷ur "dur" hydrophobe permettant de protéger au maximum le �uorophoreet en réduisant sa mobilité (diminuant ainsi la probabilité de désexitation par voienon radiative et une possible évolution des propriétés spetrales ave le temps) etavoir un ÷ur non absorbant dans le visible. Le PS satisfait à es exigenes ;� que les NPs présentent une ouronne hydrophile liée de manière ovalente au ÷urdes objets, permettant une stabilité olloïdale des NPs et une ertaine furtivité pourd'éventuelles appliations en biologie. Cela est possible en utilisant une ouronne àbase de PEO.La méthode de polymérisation RAFT est apparue omme un outil de hoix pour rem-plir es ritères ar elle permet la synthèse de nanopartiules auto-stabilisées omposéesde opolymères à blos ou statistiques amphiphiles.Des travaux préliminaires au laboratoire [193℄ ont permis de synthétiser des opoly-mères à blo amphiphiles �uoresents en partant d'un maro-agent RAFT PEO à fontiontrithioarbonate (Shème 1.9). Cet agent RAFT, omme évoqué préédemment est onnupour pouvoir permettre le ontr�le de la polymérisation du styrène (et non du MMA). Enréalisant une extension de blo en opolymérisant le styrène ave un BODIPY à fontionmétharylate de phényle (BDPMA) en faible proportion, il a don été possible de syn-thétiser des opolymères diblos amphiphiles PEO45-b-P(S18-o-BDPMA4)22. La synthèsea été réalisée deux fois et semblait assez reprodutible. Le ontr�le de la polymérisationétait onservé, les IP étant de 1,1 environ.Les opolymères ont ensuite été assemblés en mielles par une méthode de déplaementde solvants. Malheureusement, ette méthode n'était pas été très onluante puisque lesobjets obtenus étaient très polydisperses (forme et taille). De plus, le rendement quantiquedes mielles était de 0,07 ontre 0,7 pour le monomère en solution diluée. Cela a étéattribué à une trop grande proximité des �uorophores au sein des partiules.
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F FShème 1.9 � Synthèse des opolymères �uoresents amphiphiles à base de PEO, de PS et deBODIPY monomère à fontion métharylate (BDPMA) [193℄.Il a don été envisagé de réaliser la synthèse de es nanopartiules in situ par uneméthode de polymérisation RAFT en miniémulsion a�n de s'a�ranhir de l'assemblagedes opolymères amphiphiles par la méthode de déplaement de solvants.Le prohain hapitre présentera les onditions de synthèse développées a�n de réaliserla synthèse de es nano objets �uoresents, ayant une ouronne hydrophile à base de PEOet un ÷ur �uoresent de PS opolymérisé à un monomère de BODIPY.Dans la suite du manusrit, les propriétés spetrosopiques de es NPFs ÷ur/ouronneseront étudiées. Puis, la nature du �uorophore en leur ÷ur ainsi que leur ouronneseront modulées. En�n, la fontionnalisation de la surfae des NPFs et des perspetivesd'appliation en biologie seront abordées.
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Chapitre 2 : Synthèse des nanopartiules �uo-resentes par une polymérisationRAFT en miniémulsionDans le hapitre préédent, diverses méthodes de fabriation de nanopartiules �uo-resentes (NPFs) polymères ont été présentées. Des travaux antérieurs au laboratoireont montré qu'un monomère dérivé du BODIPY à fontion métharylate de phényle(BDPMA) pouvait être opolymérisé ave le styrène par une polymérisation RAFT enmilieu homogène et que la synthèse de opolymères amphiphiles PEO-b-P(S-o-BDPMA)-TTC était possible [193℄. Ces opolymères, assemblés par la méthode de déplaement desolvants, forment des agrégats miellaires polydisperses. A�n d'éviter ette étape d'as-semblage peu reprodutible, nous proposons de réaliser la synthèse in situ des NPFs. Celaest rendu possible par une méthode de polymérisation en miniémulsion ouplée à la teh-nique de polymérisation RAFT. Ainsi, des NPFs d'un diamètre inférieur à 100 nm, dontla masse molaire des haînes de polymère est ontr�lée, pourraient être obtenues. Cetteméthode permettrait également l'obtention de NPFs ÷ur/ouronne ave une ouronnehydrophile stabilisante et un ÷ur hydrophobe �uoresent. Ce hapitre a pour but deprésenter la mise au point de ette synthèse.Dans un premier temps, la synthèse du monomère BODIPY (BDPMA) sera abordée.Ensuite seront vues di�érentes onditions de polymérisation en miniémulsion en présenede maro-agents RAFT amphiphiles à base de PEO et de PAA. En�n, un proédé simpli�é"one-pot" de synthèse de NPFs sera présenté.2.1 Synthèse du monomère �uoresent à base de BO-DIPY : BDPMALa synthèse du monomère �uoresent 1 utilisé dans la plus grande partie de ettethèse est présentée sur le Shème 2.1. Ce monomère sera appelé BDPMA par la suite.Il a été hoisi omme référene ar sa synthèse est relativement simple et rapide et parequ'il présente des propriétés spetrosopiques intéressantes (détaillées �3.1).Le omposé de départ utilisé pour obtenir le BDPMA est le BODIPY phénol 2. Celui-i est obtenu par une synthèse lassique de BODIPY à partir d'aldéhyde (Shème 1.1) :57



58 2. Synthèse des nanopartiules �uoresentes
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1Shème 2.1 � Synthèse du monomère �uoresent à base de BODIPY : BDPMA.dans un premier temps le dipyrrométhane est obtenu par ondensation du 4-hydroxy-benzaldéhyde sur deux unités krypto-pyrroles (atalysée par le TFA) ; puis le omposé estoxydé et omplexé par ajout de BF3 en milieu basique.Ensuite, le BDPMA est obtenu par estéri�ation entre le BODIPY phénol 2 et lehlorure de métharyloyle ave un rendement de 78 %. Par ette méthode il a été possiblede synthétiser jusqu'à 1 g de BDPMA ave un rendement global de 62 %.2.2 Synthèse de nanopartiules à ouronne PEOLes premières partiules que nous avons souhaité obtenir sont onstituées d'une ou-ronne de PEO et d'un ÷ur PS. Le maro-agent RAFT à base de PEO 3 présente unemasse molaire de 2 kg/mol (≈ 45 unités EO), e qui onfèrera normalement aux objetsune ertaine furtivité en biologie. Dans ette thèse, seul e PEO sera utilisé, le nombred'unités EO le omposant ne sera don pas repréisé et il sera appelé PEO-TTC.La polymérisation en miniémulsion du styrène a été réalisée par une polymérisationRAFT en présene de maro-agent RAFT PEO-TTC (Shème 2.2). Ce maro-agentRAFT présente une CMC de 0,5 mM à 25�C [272℄. Cela signi�e don qu'il a des propriétésamphiphiles grâe à la haîne alkyle C12. Les réations étant réalisées à une onentrationen PEO-TTC de 10 mM, elui-i sera alors sous forme de mielles durant la synthèse. Parailleurs, et agent RAFT est onnu pour pouvoir ontr�ler des polymérisations RAFT enémulsion [272℄ et en miniémulsion [271℄ du styrène et assurer la stabilité olloïdale desNPs obtenues.Des expérienes préliminaires ont été menées sans �uorophore a�n de simpli�er lesystème. Elles ont été réalisées sans agent ultra-hydrophobe (HD). Les onditions expéri-mentales sont résumées dans le Tableau 2.1. Expérimentalement, le maro-agent RAFTet l'amoreur organosoluble (AIBN) sont dissous dans le styrène. Puis, de l'eau est ajoutée



2.2. Synthèse de nanopartiules à ouronne PEO 59et le système soniqué pendant 10 min (Shème 2.2). En�n, le milieu est dégazé et plaédans un bain d'huile thermostaté (60 - 80�C).
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nPSfrag replaements 3Shème 2.2 � Synthèse de NPs par une polymérisation en miniémulsion du styrène en présenedu maro-agent RAFT PEO-TTC 3.Tableau 2.1 � Conditions et résultats expérimentaux des polymérisations RAFT en minié-mulsion du styrène (1 mol/Leau) dans l'eau en présene de PEO-TTC ([S℄0/[RAFT℄0 = 100),amorées par l'AIBN ([RAFT℄0/[AIBN℄0 = 10), à di�érentes températures, arrêtées après 20h.Exp T χa
S Mn, th MPSn, CES IP Dz (σ)�C % kg/mol kg/mol nmCG51 60 35 6,1 6,5 1,07 50 (0,27)CG49 70 43 6,9 6,7 1,08b 100 (0,20)CG47 80 56 8,2 9,0 1,13b 700 (polydisperse)

a Conversion molaire en styrène déterminée par gravimétrie après 20h. b Distribution bimodaledes masses molaires.Les résultats expérimentaux des polymérisations en miniémulsion du styrène stabiliséespar le maro-agent RAFT PEO-TTC sont présentés dans le Tableau 2.1. La tempéra-ture des synthèses varie de 60 à 80�C, alors que les autres paramètres sont maintenusonstants (onentrations). À 60�C, les NPs obtenues sont petites (D = 50 nm) et assezmonodisperses. Les indies de polymoléularité des haînes sont faibles (1,07), traduisantun bon ontr�le de la polymérisation. En revanhe, les taux de onversion en styrène sontfaibles, probablement à ause d'une trop faible température utilisée pour et amoreurà déomposition thermique 1. À 80�C, les NPs obtenues sont très polydisperses et la dis-tribution des masses molaires obtenues par CES dans le THF est bimodale. Le taux deonversion est légèrement plus élevé qu'à 60�C. Les NPs synthétisées à 70�C présententun omportement intermédiaire. Ces résultats montrent que lorsque la température aug-mente, le diamètre des NPs augmente et le ontr�le de la polymérisation empire. Noussupposons que es e�ets sont dûs à la déshydratation du PEO lorsque la températureaugmente, modi�ant alors ertainement son oe�ient de partage entre l'eau et la phaseorganique de styrène.1. Temps de demi-vie de l'AIBN : 60�C : 33h30, 70�C : 8h30, 80�C : 3h30



60 2. Synthèse des nanopartiules �uoresentesLes polymérisations menées à 60�C semblent les plus prometteuses en terme de dia-mètre de NPs et de ontr�le de la polymérisation. À ette température, la quantité d'amor-eur (AIBN) ou la onentration molaire en styrène ont été augmentées dans le but d'amé-liorer les taux de onversion (Tableau 2.2).Tableau 2.2 � Conditions et résultats expérimentaux des polymérisations RAFT en miniémul-sion du styrène dans l'eau en présene de PEO-TTC ([S℄0/[RAFT℄0 = 100) à di�érents taux desolide, amorées par l'AIBN à di�érentes onentrations, à 60�C, arrêtées après 20h.Exp. [S℄0 [RAFT℄0/[AIBN℄a0 τsol χb
S Mn, th MPSn, CES IP Dz (σ)mol/Leau wt% % kg/mol kg/mol nmCG51 1 10 11 35 6,1 6,5 1,07 50 (0,27)CG59 1 5 12 38 6,4 7,1 1,13c 50 (0,22)CG61 2 5 20 65 9,2 9,6 1,44c 100 (0,05)

a Rapport des onentrations molaires en maro-agent RAFT et en amoreur. b Conversion enstyrène déterminée par gravimétrie. c Distribution bimodale des masses molaires.Lorsque la quantité d'amoreur est multipliée par deux omparativement à l'agentRAFT, le taux de onversion ne semble pas hanger (35-38%) et le diamètre des partiulesnon plus. En revanhe, l'indie de polymoléularité augmente et la distribution des massesmolaires devient bimodale : une partie des haînes semble ontr�lée (pi �n aux plusfaibles volumes de rétention), alors qu'une autre partie ne l'est pas (pi large aux plusfortes masses molaires).Lorsque le taux de solide passe de 11 à 20% (en gardant onstant le rapport [S℄0/[RA-FT℄0), le taux de onversion passe de 35 à 65% mais le diamètre des partiules doubleégalement. L'indie de polymoléularité est assez élevé et la distribution des masses mo-laires est bimodale.Des expérienes menées dans les mêmes onditions en utilisant un amoreur hydroso-luble tel que l'ACPA ont donné des résultats similaires.Pour toutes es polymérisations, les gouttelettes de départ formées après ultra-sonssont très polydisperses et mesurent entre 700 et 1000 nm de diamètre. Les gouttes demonomère ne semblent pas su�samment stabilisées par les maro-agents RAFT PEO-TTC et les systèmes ne semblent don pas suivre un méanisme de polymérisation enminiémulsion.Le PEO-TTC ne paraît pas pouvoir su�samment stabiliser les gouttelettes de départ.À l'issue de la polymérisation, quelle que soit la température utilisée, la quantité d'amor-eur ou sa présene en phase aqueuse ou organique, les taux de onversion sont faibleset les masses molaires peu ontr�lées. Lansalot et oll. ont étudié des systèmes très simi-laires [271℄. Ils utilisent le même maro-agent RAFT PEO-TTC pour la polymérisation enminiémulsion du styrène dans l'eau, en présene d'environ 5 % d'agent ultra-hydrophobe



2.3. Synthèse de nanopartiules à ouronne PEO-b-PAA 61(HD). La polymérisation est réalisée à 75�C et amorée par l'AIBN ([RAFT℄0/[AIBN℄0 =0,5), soit des onentrations en amoreur beauoup plus élevées que dans notre travail.Après 25h, le styrène atteint 86 % de onversion et les partiules formées ont un diamètreassez grand (Dh = 370 nm, σ = 0,28). De plus, le ontr�le de la polymérisation est mé-diore (IP = 1,6). La même synthèse a alors été réalisée en présene d'un maro-agentRAFT PEO-CN-TTC (Figure 1.22). Les NPs obtenues sont plus petites (Dh = 200 nm,
σ = 0,08) et le ontr�le de la polymérisation nettement meilleur (IP = 1,3). Les auteursattribuent ette di�érene au fait que le PEO-TTC pourrait former des mielles dans l'eausi sa onentration est supérieure à elle néessaire à ouper la surfae des gouttes destyrène. Par onséquent, le méanisme de polymérisation n'est peut-être pas de la minié-mulsion pure ar une seonde nuléation peut avoir lieu au ÷ur de es mielles. De plus,les groupements TTC ne sont pas néessairement aessibles pour la polymérisation dustyrène, entraînant un mauvais ontr�le de la polymérisation. Au ontraire, le PEO-CN-TTC serait quant à lui plus loalisé à l'interfae eau/styrène et ne formerait pas ou peude mielles à es onentrations. Le groupement RAFT serait don plus aessible pourla polymérisation.La polymérisation du styrène par le PEO-TTC dans les onditions employées estpeu enourageante. De plus, les partiules obtenues ne sont pas fontionnalisables. Nousavons alors introduit un seond blo hydrophile à base de poly(aide arylique) dans lastruture des maro-agents RAFT en espérant obtenir des partiules plus stables et unmeilleur ontr�le de la polymérisation.2.3 Synthèse de nanopartiules à ouronne PEO-b-PAA2.3.1 Synthèse des maro-agents RAFT PEO-b-PAA-TTC en mi-lieu homogèneLes résultats de la synthèse de partiules à ÷ur PS stabilisées par des maro-agentsRAFT PEO-TTC par une polymérisation en miniémulsion ne sont pas satisfaisants. Il adon été envisagé de stabiliser les NPs par une ouronne doublement hydrophile PEO-b-PAA.Le pKa de l'aide arylique est de 4,35 [278℄. Pour les polyéletrolytes, le pKa dépendde la masse molaire du polymère, de la onentration et de la nature des sels en phaseaqueuse, de la température... Dans le as du PAA, il est ompris entre 4,5 et 6,5 [279, 280℄.Si la polymérisation est réalisée en miniémulsion dans l'eau en utilisant un équivalent desoude par rapport aux unités AA (pH ≈ 7-8), le PAA sera sous forme arboxylate, donhargé négativement. Cette ouronne doublement hydrophile doit pouvoir permettre lastabilisation des gouttelettes/partiules de manière stérique et életrostatique.Les maro-agents RAFT à deux blos hydrophiles sont synthétisés dans le dioxane



62 2. Synthèse des nanopartiules �uoresentesentre 70 et 75�C par extension de blo du maro-agent RAFT PEO-TTC (Shème 2.3).Notons que le PAA peut être synthétisé dans l'eau [281℄, mais pour des raisons pratiquesil a été hoisi de réaliser es synthèses dans un solvant organique. Les onditions expéri-mentales sont résumées dans le Tableau 2.3.
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PSfrag replaements 3Shème 2.3 � Synthèse des maro-agents RAFT PEO-b-PAA-TTC.Tableau 2.3 � Conditions expérimentales utilisées pour la synthèse des maro-agents RAFTPEO-b-PAA-TTC à 70�C dans le dioxane.Exp. [AA℄0 [RAFT℄a0 [ACPA℄0 [AA℄0/[RAFT℄a0 [RAFT℄a0/[ACPA℄0mol/Ltotal mol/Ltotal mol/LtotalCG19B 2,1 1,0.10−1 7,0.10−3 20 15

a Maro-agent RAFT PEO-TTC.L'évolution de la onversion molaire en aide arylique en fontion du temps est pré-sentée sur la Figure 2.1 (onversion déterminée par RMN 1H dans le CDCl3, f. �7.1.3).La polymérisation atteint 73% de onversion après 3h. Une période d'inhibition d'environ20 min est observée.Ces maro-agents RAFT à base d'aide arylique ne peuvent pas être injetés telsquels dans les olonnes de CES à ause de leurs harges. A�n de pouvoir les analyser, ilssont don méthylés par le triméthylsilyldiazométhane (TMS). Le polymère analysé n'estalors plus du PAA mais du poly(arylate de méthyle). Les Mn déterminées par CES sontorrigées de ette di�érene de masse molaire. Les hromatogrammes d'exlusion stériquemontrent un déplaement des pis vers les plus fortes masses molaires au ours de la poly-mérisation (Figure 2.1). Les masses molaires moyennes en nombre évoluent linéairementave la onversion et les indies de polymoléularité sont inférieurs à 1,1 durant toute lapolymérisation (Figure 2.1). La polymérisation de l'AA à partir de maro-agent RAFTPEO-TTC dans les onditions employées est don ontr�lée. Néanmoins, les valeurs des
Mn expérimentales ne sont pas en adéquation ave elles théoriquement attendues. Celaest ertainement dû à la alibration employée à base d'étalons de PS.La polymérisation de l'aide arylique à partir de PEO-TTC étant ontr�lée et la iné-tique de polymérisation étant onnue, la synthèse d'un maro-agent RAFT PEO-b-PAA-TTC en grandes quantités a don été réalisée dans les mêmes onditions. A�n d'éviter laformation d'une grande quantité de haînes polymères mortes, la synthèse du maro-agentRAFT est arrêtée après environ 50 % de onversion, soit environ 100 min. Pour introduire



2.3. Synthèse de nanopartiules à ouronne PEO-b-PAA 63

Figure 2.1 � Synthèse des maro-agents RAFT PEO-b-PAA-TTC réalisée dans les onditionsdu Tableau 2.3. Gauhe : évolution de la onversion molaire en aide arylique en fontiondu temps. Droite : hromatogrammes d'exlusion stérique dans le THF pour les maro-agentsRAFT PEO-b-PAA-TTC à di�érents taux de onversion et pour le maro-agent RAFT PEO-TTC de départ. Insertion : évolution des masses molaires moyennes en nombre théoriques (-) etexpérimentales (+) et des indies de polymoléularité (N) en fontion de la onversion molaireen aide arylique (Mn, exp et IP déterminés par CES dans le THF en utilisant une alibrationonventionelle PS).un blo PAA d'environ 10 unités, il faut don ommener la polymérisation en visant unDPn de 20 unités (Tableau 2.3).Tableau 2.4 � Résultats expérimentaux obtenus pour la synthèse du maro-agent RAFTPEO-b-PAA-TTC dans le dioxane à 70�C (onditions expérimentales identiques à elles du Ta-bleau 2.3) Exp. t χa
AA Mn, th MPSn, CES IPmin % g/mol g/molCG20B 105 58 3280 4170 1,06

a Conversion molaire en aide arylique déterminée par RMN dans le CDCl3..La polymérisation est reprodutible puisque la onversion en monomère en 105 minorrespond bien à elle attendue. En supposant que tout l'agent RAFT a réagi, le opo-lymère formé est onstitué de 12 unités aide arylique en moyenne (DPn = 12). L'exèsd'AA est éliminé par séhage sous vide sous agitation et hau�age (≈ 50�C) et son élimi-nation véri�ée par RMN du 1H dans le CDCl3. Remarquons que sous sa forme protonéee maro-agent RAFT est soluble dans la plupart des solvants organiques (hloroforme,toluène...) mais lorsqu'il est sous la forme arboxylate il est alors soluble uniquement dansl'eau.



64 2. Synthèse des nanopartiules �uoresentesAvant toute utilisation en milieu hétérogène, e maro-agent RAFT a été testé pourla polymérisation RAFT en milieu homogène du styrène et du styrène opolymérisé avedu BDPMA. Les onditions expérimentales sont données dans le Tableau 2.5.Tableau 2.5 � Conditions et résultats expérimentaux des polymérisations RAFT du styrène etdu styrène-o-BDPMA dans le dioxane en présene de PEO-b-PAA12-TTC, amorées par l'ACPA([RAFT℄0/[ACPA℄0 = 3,5), à 80�C, arrêtées après 22h. Les onentrations en monomère(s) sontrespetivement de 2,5 et 2,8 mol/Ltotal.Exp. [M℄0/[RAFT℄a0 BDPMA χb
S Mn, th MPSn, CES IPmol % % kg/mol kg/molCG22B 1000 0 15 19,2 18,6 1,28CG24B 300 2,4 27 11,7 15,3 1,27

a Degré de polymérisation moyen en nombre visé. b Conversion en styrène uniquement, déterminée pargravimétrie.Pour les deux extensions de blo, auun maro-agent RAFT résiduel n'est observépar CES, traduisant un bon réamorçage de elui-i. Les masses molaires moyennes ennombre expérimentales et théoriques sont du même ordre de grandeur et les indies depolymoléularité inférieurs à 1,3 e qui traduit un assez bon ontr�le de la polymérisation.De plus, la présene de BDPMA ne semble pas perturber ette extension de blo. Il seradon possible de le opolymériser ave le styrène. Ces maro-agents RAFT peuvent paronséquent être employés pour la synthèse de partiules à ÷ur PS ou P(S-o-BDPMA).2.3.2 Utilisation des maro-agents RAFT PEO-b-PAA en minié-mulsionLes maro-agents RAFT PEO-b-PAA12-TTC ont été utilisés dans la polymérisationen miniémulsion du styrène dans l'eau. Nous avons à présent hoisi de nous mettre dansdes onditions de miniémulsion lassiques, 'est à dire qu'en plus des ultra-sons, un agentultra-hydrophobe, l'hexadéane (HD), a été ajouté au système. Les polymérisations sontréalisées en milieu légèrement basique (7 < pH < 8) en utilisant un équivalent molaire desoude par rapport au nombre d'unités aide arylique du maro-agent RAFT. L'amoreurhoisi est l'AIBN a�n d'avoir une nuléation prinipalement loalisée dans les gouttes demonomère(s) et la polymérisation est réalisée à 80�C. La onentration en AIBN a étéaugmentée ([RAFT℄0/[AIBN℄0 = 2) au vu des faibles taux de onversion renontrés avele styrène dans les synthèses préédentes (Tableau 2.2) et des résultats obtenus parLansalot et oll. [271℄. Les onditions et résultats expérimentaux sont résumés dans leTableau 2.6.



2.3. Synthèse de nanopartiules à ouronne PEO-b-PAA 65Tableau 2.6 � Conditions et résultats expérimentaux des polymérisations en miniémulsionen présene de maro-agents RAFT PEO-b-PAA12-TTC (8 mmol/Leau), ave 6 wt % d'HD(par rapport au styrène), amorées par l'AIBN ([RAFT℄0/[AIBN℄0 = 2), dans l'eau à pH 8([OH−℄0/[AA℄0 = 1) et à 80�C, arrêtées après 20h.Exp M1 M2 [M℄0 τsol χa Mn, th Mn, CES IP Dz (σ)(mol%) (mol%) [RAFT℄0 wt% % kg/mol kg/mol nmCG26B S (100) - 140 14 60 12,6 14,4b 3,9b 270 (0,21)CG28B S (100) - 75 9 64 8,3 15,1b 2,8b 230 (0,39)CG29B S (80) MMA (20) 70 9 - - 13,6b 5,2b 150 (0,14)CG30B MMA (84) ABu (16) 80 8 99 11,3 440,0c 3,1c 100 (0,2)
a Conversion molaire globale déterminée par gravimétrie. Masses molaires moyennes en nombre etindies de polymoléularité déterminés par CES dans le THF en utilisant une alibrationonventionnelle PSb ou PMMAc.Dans le as de l'homopolymérisation du styrène en miniémulsion, les taux de onversionobtenus sont raisonnables, vers 60 %. Quel que soit le DPn visé, les NPs obtenues sontpolydisperses et d'un diamètre bien supérieur à 100 nm. Les hromatogrammes d'exlusionstérique sont présentés Figure 2.2 et les valeurs desMn expérimentales et théoriques ainsique des IP sont données dans le Tableau 2.6.

Figure 2.2 � Chromatogrammes d'exlusion stérique dans le THF pour di�érentes polymérisa-tions en miniémulsion en présene de maro-agent RAFT PEO-b-PAA12-TTC.Les distributions des masses molaires sont larges et les IP largement supérieurs à 2.Une détetion UV-vis. en CES réglée au maximum d'absorption du groupement TTC (λ= 309 nm) montre que elui-i n'est pas inorporé aux haînes polymères. Le ontr�le dela polymérisation n'est don pas assuré.A�n de savoir si les problèmes de ontr�le de la polymérisation et de stabilité olloïdaleétaient liés à l'hydrophobie du monomère, une opolymérisation du styrène ave le MMA(moins hydrophobe que le styrène) a été réalisée (Tableau 2.6). Néanmoins, l'agent



66 2. Synthèse des nanopartiules �uoresentesRAFT utilisé ne peut pas ontr�ler l'homopolymérisation du MMA. Dans les onditions desynthèse employées (80 mol % de S), l'ajout de MMA ne devrait en théorie pas perturberle ontr�le de la polymérisation [225℄.Les NPs obtenues sont plus petites que pour le styrène seul, autour de 150 nm dediamètre, et plus monodisperses. Le ontr�le de la polymérisation n'est en revanhe pasdu tout assuré. La détetion UV-vis. (λ = 309 nm) montre que le groupement TTC n'estpas inorporé aux haînes de polymère.Les partiules obtenues ave le MMA étant plus petites qu'ave le S seul, la opoly-mérisation du MMA ave l'ABu (arylate de butyle) a été testée (Tableau 2.6). Les 16% d'ABu devraient pouvoir permettre le ontr�le de la opolymérisation [225, 282℄. Lespartiules obtenues sont enore plus petites (D = 100 nm) et monodisperses mais il n'y aauun ontr�le de la polymérisation. Enore une fois, la détetion UV-vis. (λ = 309 nm)de la CES montre que le groupement TTC n'est pas inorporé aux haînes de opolymère.La même expériene a été menée en amorçant la polymérisation par l'ACPA et les mêmesrésultats ont été obtenus.En onlusion, l'ajout d'un omonomère MMA et/ou ABu n'améliore pas le ontr�lede la polymérisation. En revanhe, les diamètres des NPs obtenus sont plus petits qu'avele S seul. Les méanismes de polymérisation doivent plut�t s'apparenter à des méanismesd'émulsion que de miniémulsion.Dans tous les as d'homopolymérisation ou de opolymérisations, les gouttes de mono-mère aux temps initiaux mesurent entre 500 et 1000 nm de diamètre et sont polydisperses.Les systèmes ne sont don pas stables aux temps initiaux, tout omme les systèmes pré-édents ave le PEO-TTC seul.Le fait que les gouttes de monomère aux temps initiaux ne soient pas stables et qu'iln'y ait auun ontr�le de la polymérisation amène à penser que l'agent RAFT n'est pasadapté pour stabiliser les gouttes de monomère(s). Corroborant ette hypothèse, Hawkettet oll. ont étudié les propriétés tensioatives d'un maro-agent RAFT très similaire, lePAA9-TTC-C12 [274℄. Il s'avère que la CMC de e dernier est de 7,9 mM e qui est plusde 10 fois supérieur à elle du PEO-TTC-C12. Le maro-agent RAFT PEO-b-PAA12-TTCdevrait don a priori avoir une CMC enore plus élevée.De plus, les onditions de pH employées peuvent favoriser l'hydrolyse de l'agent RAFT[264, 283℄, rendant alors impossible tout ontr�le de la polymérisation.Une solution pour augmenter les propriétés tensioatives des maro-agents RAFT estd'ajouter un blo hydrophobe type PS à leur extrémité. Ainsi, les maro-agents RAFTdevraient permettre la stabilisation des gouttes de monomère(s) et le groupement TTCdevrait être présent prinipalement en phase organique. Hawkett et oll. ont largementétudié l'utilisation de opolymères PAA-b-PS-TTC-Cn pour stabiliser la polymérisation



2.3. Synthèse de nanopartiules à ouronne PEO-b-PAA 67en milieu dispersé du styrène. En ajoutant seulement 5 unités styrène à un maro-agentRAFT PAA9-TTC-Cn, la CMC évolue de 7,9 mM à 0,23 mM [274℄. En utilisant diversmaro-agents RAFT amphiphiles PAA5−20-b-PS5−28-TTC-C4, les maro-agents RAFT lesplus e�aes pour stabiliser les gouttes de monomère trouvés sont eux ayant un blohydrophobe le plus long (PAA5-b-PS24-TTC-C4) [275℄.2.3.3 Synthèse des maro-agents RAFT PEO-b-PAA12-b-PSX-TTCen milieu homogèneLes maro-agents RAFT PEO-b-PAA12-TTC étant supposés trop peu tensioatifs pourpouvoir permettre à la fois la stabilisation des gouttelettes de monomère et le ontr�lede la polymérisation, il paraît judiieux de leur ajouter un blo hydrophobe à base dePS. Dans la setion préédente, il a justement été vu que les maro-agents RAFT PEO-b-PAA12-TTC pouvaient réamorer la polymérisation du styrène. Les nouveaux maro-agents RAFT amphiphiles PEO-b-PAA12-b-PSX-TTC ont don été synthétisés dans lesmêmes onditions, 'est à dire dans le dioxane à 80�C, en amorçant la polymérisation parl'ACPA (Tableau 2.7).Tableau 2.7 � Conditions expérimentales et aratérisations des maro-agents RAFT amphi-philes PEO-b-PAA12-b-PSX , synthétisés dans le dioxane à 80�C, amorés par l'ACPA et à uneonentration en styrène de 2,4 mol/Ltotal.Exp. [RAFT℄a0 [S℄a0 DPb
n, PS Mn, th MPSn, CES IP HLBc[ACPA℄0 [RAFT℄0 kg/mol kg/molCG41B 10 25 7 4,2 5,4 1,08 16CG37B 5 100 18 5,3 6,6 1,09 10CG32B 3 190 40 7,6 8,7 1,07 8

a Rapport des onentrations molaires en maro-agent RAFT et en amoreur.b Degré de polymérisationmoyen en nombre du blo PS dans le maro-agent RAFT amphiphile PEO-b-PAA12-b-PSX -TTC. cbalane hydrophile-lipophile pour les maro-agents RAFT amphiphiles PEO-b-PAA12-b-PSX -TTC.HLB alulée à l'aide de l'équation 2.1.Trois maro-agents RAFT ont ainsi été synthétisés ave 3 longueurs de blo PS di�é-rentes : 7, 18 ou 40 unités. Tous ont des indies de polymoléularité inférieurs à 1,1 et desmasses molaires expérimentales assez prohes des valeurs théoriques. Ces maro-agentsRAFT ont don des masses molaires bien ontr�lées et peuvent être utilisés par la suitedans des polymérisations en miniémulsion.



68 2. Synthèse des nanopartiules �uoresentes2.3.4 Utilisation des maro-agents RAFT PEO-b-PAA12-b-PSX-TTC en miniémulsionDeux des maro-agents RAFT amphiphiles triblos synthétisés préédemment ont étéengagés dans une polymérisation du styrène en miniémulsion. Ces maro-agents RAFThoisis ont respetivement 7 et 40 unités. Ils ont été retenus ar ils ont les propriétéstensioatives les plus di�érentes (Tableau 2.7). Les onditions de polymérisation enminiémulsion sont résumées dans le Tableau 2.8.Tableau 2.8 � Conditions et résultats expérimentaux des polymérisations en miniémulsiondu styrène ([S℄0/[RAFT℄0 = 130, [S℄0 = 1,3 mol/Leau), en présene de maro-agents RAFTPEO-b-PAA12-b-PSX -TTC dans l'eau à pH 8 ([OH�℄0/[AA℄0 = 1) à 80�C, en présene d'AIBN([RAFT℄0/[AIBN℄0 = 2) et d'hexadéane (6 mol%), après 20h.Exp. DPan, PS τsol χb
S Mn, th MPSn, CES IP Dc

h% % kg/mol kg/mol nmCG44B 7 14 77 12,4 41,4 3,35 80CG35B 40 17 70 16,9 21,1 1,32 85
a Degré de polymérisation moyen en nombre du blo PS des maro-agents RAFTPEO-b-PAA12-b-PSX -TTC. b Conversion molaire en styrène déterminée par gravimétrie.Les résultats des analyses de CES dans le THF des opolymères amphiphiles sontprésentés dans le Tableau 2.8 et sur la Figure 2.3. Dans les deux as, un déplaementdes pis vers les plus fortes masses molaires est observé. La présene de maro-agentRAFT PEO résiduel est ertainement due à la présene de PEO non fontionnalisé parun groupement TTC. En utilisant un blo PS de 40 unités, la distribution des massesmolaires est assez étroite (IP = 1,32) et les Mn expérimentales relativement identiquesaux Mn théoriques. Ce maro-agent RAFT ne semble pas avoir subi d'hydrolyse malgré lasynthèse menée à pH 8 à 80�C pendant 20h. Cela peut être expliqué par une loalisation dugroupement TTC dans la phase organique durant toute la polymérisation. En utilisant lemaro-agent RAFT ayant un blo PS de 7 unités, l'IP est beauoup plus grand (3,35) et les
Mn expérimentales bien supérieures aux Mn théoriques. Le ontr�le de la polymérisationn'est don pas assuré ave e maro-agent RAFT.Il y a don bien une in�uene de la longueur du blo PS sur le ontr�le de la poly-mérisation. En utilisant un maro-agent RAFT amphiphile ave un blo hydrophobe pluslong, elui-i doit être loalisé à l'interfae des gouttes de monomère : le blo PEO-b-PAAétant dans la phase aqueuse et le blo PS-TTC dans la phase organique. Le maro-agentRAFT n'ayant que 7 unités ne doit pas être assez hydrophobe pour pouvoir permettreune loalisation à l'interfae eau/monomère. Ces résultats sont en adéquation ave euxde l'équipe de Hawkett évoqués préédemment [274℄.Conernant le diamètre des NPs, il est similaire dans les deux as (Tableau 2.8).
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Figure 2.3 � Chromatogrammes d'exlusion stérique dans le THF pour des polymérisationsen miniémulsion du styrène en présene de maro-agents RAFT PEO-b-PAA12-b-PSX -TTC.Gauhe : PEO-b-PAA12-b-PS7-TTC. Droite : PEO-b-PAA12-b-PS40-TTCEn revanhe, leur morphologie est totalement di�érente omme le montrent les lihésde MET (Figure 2.4). Dans le as d'un maro-agent RAFT ayant 7 unités PS, les par-tiules sont relativement monodisperses, sphériques et pleines. Ave un blo PS de 40unités, les partiules semblent plus polydisperses mais surtout un grand nombre d'entreelles semblent présenter une avité. Une piste d'exploration pour omprendre e phéno-mène est de s'intéresser à la géométrie des maro-agents RAFT employés. En e�et, lesdeux maro-agents RAFT ont la même masse molaire onernant la partie hydrophile.Mais la proportion du blo hydrophile par rapport au blo hydrophobe est totalementdi�érente pour les deux maro-agents RAFT (Tableau 2.7). A�n de pouvoir ompa-rer failement les di�érenes de aratères tensioatifs de es maro-agents RAFT, leurbalane hydrophile-lipophile (HLB) a été alulée :
HLB = 20× Mhydrophile

Mtotale (2.1)où : Mhydrophile masse molaire du blo hydrophile
Mtotale masse molaire totaleLa HLB est lassiquement utilisée pour les tensioatifs. Ce paramètre n'est peut êtrepas totalement approprié pour lasser des opolymères amphiphiles mais nous l'avonshoisi dans un souis de simpliité. Une (maro-)moléule ayant une HLB inférieure à10 est prinipalement lipophile, alors qu'une (maro-)moléule ayant une HLB supérieureà 10 est prinipalement hydrophile. Ainsi on trouve que le maro-agent RAFT PEO-b-PAA12-b-PS7-TTC est prinipalement hydrophile, alors que le PAA12-b-PS40-TTC estprinipalement hydrophobe. Le premier va don avoir tendane à former des objets sphé-riques, alors que le seond va potentiellement pouvoir former des doubles émulsions onte-nant de l'eau. Nous pensons que 'est la géométrie des maro-agents RAFT qui mène àla formation des partiules multi-ompartimentées observées en MET.Il est don possible d'obtenir des partiules à ÷ur PS et à ouronne doublement hy-drophile PEO-b-PAA. Pour ela, il faut employer des maro-agents RAFT amphiphiles
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Figure 2.4 � Clihés de MET des partiules à ÷ur PS obtenues par une polymérisation en mi-niémulsion du styrène en présene de maro-agents RAFT PEO-b-PAA12-b-PSX -TTC. Gauhe :PEO-b-PAA12-b-PS7-TTC. Droite : PEO-b-PAA12-b-PS40-TTC. Barres d'éhelle : 200 nm.PEO-b-PAA12-b-PSX-TTC ayant une longueur de blo PS (X ) judiieusement hoisie :ave un long blo PS (X = 40), le groupement TTC est loalisé dans la phase organiquepermettant un bon ontr�le de la polymérisation ; ave un ourt blo PS (X = 7), lespartiules obtenues sont sphériques et "pleines" mais il n'y a plus de ontr�le de la poly-mérisation. Dans la suite des travaux, il a don été retenu de travailler ave une longueurde blo PS intermédiaire, entre 20 et 30 unités a�n de satisfaire aux ritères de diamètresde partiules et de ontr�le de la polymérisation.À e titre, le BDPMA a été opolymérisé au styrène dans une polymérisation en mi-niémulsion en présene d'un maro-agent RAFT amphiphile PEO-b-PAA12-b-PS18-TTC.Ensuite, étant donné que nous proédons à une première extension de blo PS, puis àune seonde lors de la polymérisation en miniémulsion, nous avons envisagé de simpli�erle proédé en mettant au point un proédé "one-pot" où la partie hydrophobe des maro-agents RAFT PEO-b-PAA-TTC serait synthétisée en même temps que la synthèse desNPs.2.3.5 E�et du BODIPYAu vu des résultats enourageants préédents, les mêmes synthèses ont été réaliséesen opolymérisant 5 mol % de BDPMA (soit ≈ 20 wt %) ave du styrène, en présenede maro-agent RAFT PEO-b-PAA12-b-PS18-TTC. Une première expériene a été menéeen l'absene d'HD a�n de voir si le BDPMA, ayant lui-même une très faible solubilitédans l'eau, pouvait servir d'agent ultra-hydrophobe. Les partiules aux temps initiauxsont polydisperses. Le taux de onversion �nal en styrène est seulement de 30 % (ontre70-80% sans BDPMA) et les partiules extrêmement polydisperses (D entre 40 et 1000nm). La même expériene a don été menée en utilisant à nouveau 5% d'hexadéane. Lesmêmes résultats sont obtenus.A�n de véri�er que le BODIPY ne perturbait pas la polymérisation, des tests de poly-



2.4. Synthèse de partiules à ÷ur PMMA et à ouronne PEO-b-PAMA 71mérisation radialaire lassique en masse ou en solution dans le dioxane du métharylatede méthyle ont été menés en présene de 5 mol % d'un BODIPY non polymérisable (phé-nyle en position méso). Le MMA a été hoisi pour es tests au détriment du styrène are dernier est onnu pour se polymériser lentement. Dans les deux as, l'évolution desonversions molaires ave le temps est identique ave ou sans BODIPY.A�n de voir si le BODIPY pouvait intervenir dans des réations radialaires parasites,une expériene a été menée en polymérisant le styrène en masse en présene de 4 mol% de BODIPY non polymérisable. Une analyse par CES dans le THF en réglant lalongueur d'onde d'absorption sur la longueur d'onde maximale du BODIPY, montre quele BODIPY n'est pas inorporé à la haîne polymère par des réations radialaires.En onlusion, le BODIPY ne perturbe apparemment pas la propagation des radiauxdans une polymérisation radialaire. Dans le as des polymérisations en miniémulsion, leBODIPY pourrait être un élément perturbateur dans le sens où il déstabilise les goutte-lettes au début des polymérisations. Cela pourrait être dû à sa solubilité dans le styrène :en onentrant trop le BDPMA au sein des gouttes de styrène, peut être qu'une partien'y est plus soluble et perturbe alors la stabilité olloïdale du système. En diminuant laonentration en BDPMA par la suite, les e�ets devraient être estompés.2.4 Synthèse de partiules à ÷ur PMMA et à ou-ronne PEO-b-PAMAEn parallèle de la synthèse de partiules à ÷ur PS et à ouronne PEO-b-PAA, nousavons voulu développer le même système mais ave des partiules à ÷ur PMMA et àouronne PEO-b-PAMA (AMA : aide métharylique). Le ontr�le de l'homopolymérisa-tion des métharylates ave l'agent RAFT PEO-TTC utilisé jusqu'ii n'est pas possible.Un maro-agent RAFT similaire et plus "universel" a été développé par l'équipe de Lan-salot et oll., à partir de l'agent RAFT moléulaire 4 [271℄. En utilisant un maro-agentRAFT (PEO-CN-TTC 5, Figure 2.5) similaire au PEO-TTC, nous voulions transposerla synthèse des partiules à ÷ur polystyrène que nous avons mise au point à des systèmesà base de polymétharylates.
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45PSfrag replaements 5Figure 2.5 � Struture du maro-agent RAFT PEO-CN-TTC.Dans un premier temps, un maro-agent RAFT PEO-b-PAMA-TTC a été synthétiséà partir du maro-agent RAFT PEO-CN-TTC (Tableau 2.9). En réalisant ette ex-tension dans le dioxane à 70�C, il n'y a auun ontr�le de la polymérisation. De plus, la



72 2. Synthèse des nanopartiules �uoresentessolution obtenue est hétérogène. Le même résultat est obtenu en partant de l'agent RAFTmoléulaire CN-TTC 4. Ces mauvais ontr�les de la polymérisation ont été attribués àune mauvaise solubilité de l'agent RAFT dans e solvant. Les mêmes polymérisationsont alors été réalisées dans le DMSO à 70�C. Cette fois-i le système est homogène et leontr�le de la polymérisation est très bon (IP = 1,16).Tableau 2.9 � Conditions et résultats expérimentaux des polymérisations de l'AMA ([AMA℄ =2 mol/Ltotal) en présene de maro-agent RAFT PEO-PAMA-CN-TTC, amorées par l'ACPA([RAFT℄0/[ACPA℄0 = 10), à 70�C, dans di�érents solvants, après 20h.Exp RAFTa solvant [AMA℄0 χb
AMA Mn th MMMAcn CES IcP[RAFT℄0 % kg/mol kg/molCG66B PEO-CN-TTC dioxane 190 36 8,1 7,4 1,35dCG69B CN-TTC dioxane 60 83 4,4 2,1 1,18dCG67B PEO-CN-TTC DMSO 210 88 18,7 18,6 1,16CG71B CN-TTC DMSO 70 90 5,7 8,0 1,15

a (maro-)agent RAFT utilisé. b Conversion en AMA déterminée par gravimétrie. c Masse molairemoyenne en nombre et indie de polymoléularité déterminés par CES en utilisant une alibrationonventionnelle PMMA. d Distribution bimodale des masses molaires.Comme pour les maro-agents RAFT PEO-b-PAA-TTC, la inétique de polymérisa-tion des maro-agents RAFT PEO-b-PAMA-CN-TTC a alors été réalisée. Puis un maro-agent RAFT PEO-b-PAMA7-CN-TTC a pu être obtenu.A�n de rendre amphiphiles es maro-agent RAFT, un blo hydrophobe à base dePMMA a été ajouté. La synthèse est réalisée dans le DMSO à 70�C. Malheureusement,le réamorçage est mauvais et il reste beauoup de maro-agent RAFT PEO-b-PAMA7-CN-TTC non onverti (IP = 1,58). Les opolymères amphiphiphiles PEO-b-PAMA7-b-PMMA28-CN-TTC ont tout de même été testés dans une polymérisation en miniémulsiondu MMA. Lors de l'ajout d'eau à pH > 8 et malgré les ultra-sons, les opolymères nese dissolvent pas dans l'eau. Il est possible que ela provienne de fortes liaisons hydro-gène établies entre les unités AMA et EO [219, 284℄. Le opolymère PEO-b-PAMA7-b-PMMA28-CN-TTC a alors été modi�é pour qu'il soit sous forme arboxylate avant l'ajoutd'eau basique. Cela est réalisé en le traitant par de l'hydrure de sodium dans le THF.Une poudre est obtenue, ontrairement à la pâte préédente. Cette fois-i le opolymèrese dissous un peu mieux dans l'eau en présene de MMA. Le milieu est soniqué et lapolymérisation en miniémulsion démarrée. Après 20h, la onversion en MMA est de 65% et les partiules mesurent environ 160 nm de diamètre. Une analyse par CES dans leTHF montre qu'il y a e�etivement un déplaement des pis vers les plus fortes massesmolaires mais qu'il reste du maro-agent RAFT de départ.Ces expérienes en présene de maro-agent RAFT PEO-CN-TTC étant peu enou-rageantes par rapport au système à base de maro-agents RAFT PEO-TTC, elles ont été



2.5. Mise au point et optimisation d'un proédé "one-pot" 73abandonnées.2.5 Mise au point et optimisation d'un proédé "one-pot" pour la synthèse de NPs à ÷ur PS et à ou-ronne PEO-b-PAANous avons montré que pour obtenir des NPs à ouronne PEO-b-PAA et à ÷ur hydro-phobe, il faut utiliser des maro-agents RAFT amphiphiles PEO-b-PAA-b-PS-TTC. A�nde simpli�er la synthèse et diminuer le nombre d'étapes à réaliser, un proédé "one-pot"a été développé. Dans un premier temps, il s'agit de polymériser le styrène en masse enprésene de maro-agents RAFT PEO-b-PAA-TTC et d'arrêter la polymérisation lorsquele nombre néessaire d'unités styrène est atteint pour produire un maro-agent RAFT am-phiphile permettant la stabilisation des gouttelettes de styrène (DPn d'environ 20-30 pourle blo styrène). Le milieu est alors onstitué de maro-agent RAFT amphiphile PEO-b-PAA-b-PS20−30-TTC et de monomère styrène n'ayant pas réagi. Une inversion de phaseest alors réalisée en ajoutant de l'eau basique. Ainsi, des gouttes de monomère styrène rési-duel stabilisées par les maro-agents RAFT amphiphiles PEO-b-PAA-b-PS20−30-TTC sontformées. Plusieurs paramètres ont alors été ajustés, à savoir : néessité ou non d'ultra-sonsa�n d'homogénéiser le système et présene ou non d'HD. Les résultats suivants peuventparaître inomplets mais il s'agissait surtout de faire des tests préliminaires a�n de hoisirle meilleur système.2.5.1 Polymérisation en masse du PS en présene de maro-agentRAFT PEO-b-PAA-TTCA�n de onnaître le temps néessaire à la formation de opolymères amphiphiles PEO-b-PAA-b-PS20−30-TTC, un suivi inétique de la polymérisation du styrène en masse a étéréalisé (Figure 2.6) dans les onditions du Tableau 2.10. Ces onditions ont été hoisiesar e seront les mêmes qui seront utilisées lors de la synthèse des NPs.Tableau 2.10 � Conditions expérimentales de la polymérisation en masse du styrène en présenede maro-agent RAFT PEO-b-PAA-TTC, amorée par l'AIBN à 80�C et en présene de 5 mol%d'HD (par rapport au styrène).Exp. [S℄0 [RAFT℄a0 [AIBN℄0 [styrène℄a0/[RAFT℄0 [RAFT℄a0/[AIBN℄0mol/LbS mol/LbS mol/LbSCG102B 8,75 5,5.10−2 1,6.10−2 160 3
a Maro-agent RAFT PEO-b-PAA-TTC. b Conentration en mole par litre de styrène.
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Figure 2.6 � Polymérisation en masse du styrène en présene de PEO-b-PAA-TTC. Gauhe :évolution de la onversion molaire en styrène déterminée par gravimétrie en fontion du temps.Droite : hromatogrammes d'exlusion stérique enregistrés dans le THF pour deux onversionsen styrène et pour les maro-agents RAFT de départ PEO-b-PAA-TTC et PEO-TTC.La polymérisation est arrêtée après 5h. Une très forte visosité du milieu est observée.Au regard de la inétique Figure 2.6, en visant un DPn du blo PS de 160, il faut arrêterla polymérisation entre 15 et 20% pour obtenir un blo PS de 20-30 unités. De tels tauxde onversion sont obtenus lorsque la réation est arrêtée entre 60 et 70 min (pointillésrouges, Figure 2.6). Toutes les polymérisations en miniémulsion "one-pot" de systèmesPEO-b-PAA-TTC seront don réalisées en arrêtant la polymérisation en masse entre 60et 70 min.2.5.2 Inversion de phase sans ultra-sonsDans un premier temps, nous avons voulu savoir si l'inversion de phase pouvait êtreréalisée sans ultra-sons, 'est à dire si le système onstitué de styrène, de maro-agentsRAFT PEO-b-PAA-b-PS-TTC et d'eau basique pouvait lui-même s'organiser sous formede gouttelettes auto-stabilisées. Comme indiqué préédemment, toutes les expérienes sontarrêtées après 60 min de polymérisation en masse du styrène (15-20% de onversion). Lesparamètres onstants sont résumés dans le Tableau 2.11 et les di�érents tests faits sontrésumés dans le Tableau 2.12.Pour un rapport [S℄0/[RAFT℄0 visé de 140-150, l'eau a été ajoutée à température am-biante ou à 80�C, tout en agitant le système (tests A et B). Dans les deux as, suite àl'addition d'eau, le système n'est pas du tout homogène (présene de grumeaux). Les po-lymérisations sont tout de même démarrées et poursuivies durant une nuit. Le lendemain,les agrégats ont disparu mais la distribution en taille des NPs n'est pas homogène. Deplus, le ontr�le de la polymérisation n'est pas assuré (IP ≈ 2).A�n d'obtenir un système moins visqueux lors de l'inversion de phase, la quantitéde styrène a été augmentée par rapport à la quantité de maro-agent RAFT (test C).
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Tableau 2.11 � Paramètres onstants utilisés lors des polymérisations en miniémulsion dustyrène à 80�C, évoquées dans le �2.5.[RAFT℄a0/[AIBN℄0 [OH�℄/[AA℄b pH τsol / % T /�C3 1 7-8 9-15c 80
a Maro-agent RAFT PEO-b-PAA11-TTC. b Rapport molaire entre le nombre d'unités aide aryliqueportées par le maro-agent RAFT PEO-b-PAA11-TTC et les ions hydroxydes ajoutés dans le milieuréationnel. c Le taux de solide varie légèrement d'une expériene à l'autre lorsque le DPn du blo PSvarie, mais sera onsidéré omme onstant.

Tableau 2.12 � Conditions et résultats expérimentaux des polymérisations en miniémulsion dustyrène (onditions du Tableau 2.11) ave inversion de phase, sans utilisation d'US, arrêtéesaprès 20h.Exp Test [S℄0/[RAFT℄0 [S℄0 HD US Ta
eau IP Dh, fmol/Leau wt%b nmCG107B A 150 0,8 5 - TA 2,3c 110dCG108B B 140 0,8 5 - 80 1,8c 130dCG110B C 200 0,8 5 - TA 1,4c 190dCG112B D 560 2,4 5 - TAe n.a.f n.a.fCG113B E 150 0,8 5 - TAe 2,1c 190d

a Température du milieu réationnel lorsque l'eau est ajoutée. b Pourentage massique en HDpar rapport au styrène. c Distribution bimodale des masses molaires observées en CES dans leTHF. d Distributions des diamètres des partiules au temps �nal polydisperses. e L'eau estajoutée lentement dans le milieu réationnel, tout en agitant à l'aide du barreau magnétique. fNon analysé.



76 2. Synthèse des nanopartiules �uoresentesL'eau est ajoutée à température ambiante. Le système se omporte de la même manièreque lors des tests A et B, que e soit avant ou après la polymérisation. Le systèmesemble hétérogène à l'÷il nu. Il a été analysé par MET (Figure 2.7). Il s'avère que edernier est onstitué d'un mélange de �laments et d'objets sphériques hétérogènes. Detels objets ont été observés lors de polymérisations en émulsion du styrène en présene demaro-agents RAFT à base d'aide arylique et d'arylate de PEO [219, 285℄ ou à based'aide métharylique et de métharylate de PEO [286℄. Ces morphologies surprenantessont attribuées à la fusion de partiules entre elles durant la polymérisation. Elles sontfortement dépendantes de la nature des sels utilisés dans la phase aqueuse, du pH et duaratère amphiphile des opolymères formés.

Figure 2.7 � Clihés de MET des partiules à ÷ur PS de l'expériene C. Barre d'éhelle : 1
µm.Le système a été poussé à l'extrême en augmentant le rapport initial [S℄0/[RAFT℄0jusqu'à 560 (test D). Dans e as, une émulsion inverse est formée. La polymérisation n'adon pas été démarrée.En�n, dans le as du test E, le styrène a été ajouté en deux étapes : une premièrequantité a été utilisée pour la polymérisation en masse (DPn = 50) puis une seonde (àl'issue de ette polymérisation en masse) a été ajoutée a�n d'obtenir un DPn total de 150unités. Là enore, les mêmes observations que pour les tests A et B sont faites.Il ne semble don pas possible de pouvoir réaliser la synthèse des NPs à ÷ur PS et àouronne PEO-b-PAA sans utiliser d'ultra-sons.2.5.3 Inversion de phase ave ultra-sonsA�n de véri�er que l'utilisation d'ultra-sons était réellement néessaire, la synthèseG a été réalisée en présene d'ultra-sons (Tableau 2.13) dans les onditions de Ta-bleau 2.11À l'issue de la polymérisation en masse, l'eau est ajoutée d'un oup puis le milieuréationnel agité à l'aide d'un agitateur magnétique pendant environ 30 min. La moitiéde la dispersion est prélevée et soniquée pendant 10 min (G), alors que l'autre moitié est



2.5. Mise au point et optimisation d'un proédé "one-pot" 77laissée sous agitation magnétique (F). Puis, les deux dispersions F et G sont hau�ées à80�C a�n de proéder à la polymérisation en miniémulsion.Tableau 2.13 � Conditions et résultats expérimentaux des polymérisations en miniémulsion dustyrène réalisées en l'absene ou en présene d'US, dans les onditions du Tableau 2.11, après20h. Exp. Test [S℄0/[RAFT℄0 [S℄0 HD US Da
h, 0 Da

h, f IPmol/Leau wt %b nm nmCG114B F 130 1,2 5 - 340c 100c 1,52d,eCG114B G 130 1,2 5 √ 160c 70 1,31e
a Respetivement diamètres hydrodynamiques des gouttes de monomère après ajout d'eau etémulsi�ation et des partiules de PS aux temps �naux. b Pourentage massique en HD par rapport austyrène. c Distribution large des diamètres de partiules. d Distribution bimodale des masses molairesdéterminées par CES dans le THF. e IP alulés sans tenir ompte du PEO résiduel.Les résultats sont présentés dans le Tableau 2.13. Les partiules au temps initial sontplus petites dans le as où les ultra-sons ont été utilisés. De même, au temps �nal, dans leas d'utilisation des ultra-sons, les partiules obtenues sont plus petites et monodisperses.Ces observations sont on�rmées par les lihés de MET (Figure 2.8).

Figure 2.8 � Clihés de MET des polymérisations en miniémulsion du styrène en présenede maro-agents RAFT PEO-b-PAA11-TTC, ave (gauhe) ou sans (droite) ultra-sons. Barresd'éhelle : gauhe : 1 µm, droite : 500 nm.De plus, le ontr�le de la polymérisation est meilleur dans le as où les ultra-sons sontutilisés (Tableau 2.13, Figure 2.9). La présene de maro-agent RAFT PEO résiduelest ertainement due à la présene de PEO non fontionnalisé par un groupement TTC.D'un point de vue homogénéité des diamètres hydrodynamiques des NPs et ontr�lede la polymérisation, il ne semble pas envisageable de pouvoir s'a�ranhir des ultra-sons.La même expériene a été menée en utilisant 2 mol % de BDPMA. Les onditionsexpérimentales employées sont les mêmes que dans le Tableau 2.11.
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Figure 2.9 � Chromatogrammes d'exlusion stérique dans le THF pour les polymères issus despolymérisations en miniémulsion du styrène en présene de maro-agents RAFT PEO-b-PAA11-TTC, ave ou sans ultra-sons. Le temps 0 orrespond à la �n de la polymérisation en masse.

Tableau 2.14 � Conditions et résultats expérimentaux des opolymérisations en miniémulsiondu styrène ave 2 mol % de BDPMA, réalisées en l'absene ou en présene d'US, dans lesonditions du Tableau 2.11, après 20h.Exp. Exp. [M℄0/[RAFT℄a0 [S℄0 HD US Db
h, 0 Db

h, f IPwt%c nm nmCG115B F/BDPMA 130 1,2 5 - 190d 300e 1,77CG115B G/BDPMA 130 1,2 5 √ 210d 110d 2,01
a M orrespond aux monomères styrène et BDPMA. b Respetivement diamètres hydrodynamiques desgouttes de monomère après ajout d'eau et émulsi�ation et des partiules de PS aux temps �naux. cPourentage massique en HD par rapport au styrène. d Distribution polydisperse des diamètres departiules. e Une seonde population d'objets mesurant environ 1 µm est observée.



2.5. Mise au point et optimisation d'un proédé "one-pot" 79Les résultats expérimentaux sont résumés dans le Tableau 2.14. D'un point de vuediamètres des gouttes aux temps initiaux, les résultats sont sensiblement les mêmes quelors des tests F et G. Comparée aux résultats préédents, le diamètre des partiulesest plus élevé lorsque du BODIPY est utilisé. Les opolymères ont été analysés en CESdans le THF en utilisant la détetion UV-vis. réglée sur la longueur d'onde maximaled'absorption du monomère �uoresent (λ = 528 nm) (Figure 2.10). Il est possible dedéterminer la onversion en BDPMA en omparant le signal orrespondant au monomèrelibre à elui du monomère polymérisé (équation 7.2). À l'issue de la polymérisation enmasse, la onversion molaire en BDPMA est de 40 %. À la �n de la polymérisation enminiémulsion elle est de 97 % dans les deux as, ave ou sans ultra-sons. Le BDPMAse polymérise don bien dans es onditions. Mais, dans les deux as, la distribution desmasses molaires n'est pas étroite et les hromatogrammes sont polymodaux (RI, UV).

Figure 2.10 � Chromatogrammes d'exlusion stérique dans le THF des polymérisations enminiémulsion du styrène en présene de maro-agents RAFT PEO-b-PAA11-TTC, ave ou sansultra-sons (tests F/BDPMA et G/BDPMA). Gauhe : détetion RI. Droite : détetion UV-vis. (λ = 528 nm).En onlusion, que e soit ave ou sans BDPMA, l'utilisation d'ultra-sons est néessaireà l'obtention de NPs d'une taille minimale.2.5.4 E�et de l'hexadéaneDans le hapitre préédent, nous avons vu que des polymères hydrophobes pouvaienteux-mêmes servir d'agents ultra-hydrophobes. La polymérisation en miniémulsion des NPsa don été testée ave ou sans HD dans les mêmes onditions que dans le Tableau 2.11.Les résultats sont résumés dans le Tableau 2.15.Que e soit en terme de diamètre des NPs ou en terme de ontr�le de la polymérisation,auune di�érene n'est observée aux temps �naux lorsque l'HD n'est pas employé. Enrevanhe, au temps initial les gouttes sont plus petites en l'absene d'HD. L'HD peut



80 2. Synthèse des nanopartiules �uoresentesTableau 2.15 � Conditions et résultats expérimentaux des polymérisations en miniémulsion dustyrène réalisées en présene ou en l'absene d'HD, dans les onditions du Tableau 2.11, après20h. Exp. Test [S℄0/[RAFT℄0 [S℄0 HD US Da
h, 0 Da

h, f IbPmol/Leau wt %c nm nmCG114B G 130 1,3 5 √ 160 70 1,31CG166B H 180 1,3 0 √ 85 70 1,27
a Respetivement diamètres hydrodynamiques des gouttes de monomère après ajout d'eau etémulsi�ation et des partiules de PS aux temps �naux. b IP alulés sans tenir ompte du PEOrésiduel. c Pourentage massique en HD par rapport au styrène.faire gon�er les gouttelettes de styrène, ela peut peut-être expliquer ette di�érene dediamètre.Par la suite, l'HD sera don supprimé des formulations de synthèse de NPs. C'est ungrand avantage omparativement aux systèmes utilisés généralement dans la littératurear l'HD peut être gênant pour d'éventuelles appliations en biologie.2.5.5 Optimisation du proédé "one-pot"Au vu des résultats préédents, des onditions nous semblant optimales ont été trou-vées pour la synthèse de partiules à ouronne PEO-b-PAA et à ÷ur PS :� un rapport [M℄0/[RAFT℄0 = 160 et une onentration en monomère(s) de 1,2 mol/Leauenviron ;� polymérisation en masse du styrène pendant 60-70 min (soit≈ 20 % de onversion enstyrène) a�n d'obtenir un maro-agent RAFT amphiphile PEO-b-PAA-b-PS20−30-TTC� auune utilisation d'agent ultra-hydrophobe omme l'hexadéane ;� ajout d'eau basique puis soniation pendant 10 min ;Il reste néanmoins quelques paramètres à optimiser omme le pH de la phase aqueusede la synthèse, la longueur du blo PAA et la présene ou non d'agent rétiulant.In�uene du pHLe pH est un paramètre extrêmement important dans la mesure où les maro-agentsRAFT sont onstitués de PAA (polyéletrolyte) et de PEO. Trois pH di�érents ont donété testés :� neutralisation par de la soude en se plaçant à équivalene entre les unités AA et lesions hydroxydes (pH = 7,8),� basi�ation du système en ajoutant un exès de soude (pH > 12),



2.5. Mise au point et optimisation d'un proédé "one-pot" 81� neutralisation par un tampon phosphate (PBS 1× 2)Les résultats sont présentés dans le Tableau 2.16. À pH 7,8 ou 12, le ontr�le de lapolymérisation est sensiblement le même. Des partiules sphériques sont observées dansles deux as (Figure 2.11). En revanhe, le diamètre des partiules obtenues est pluspetit à pH 12 (Tableau 2.16). Ballau� et oll. ont étudié la physio-himie de systèmessemblables onstitués d'un ÷ur PS et d'une ouronne polyéletrolyte de PAA [287℄. Ilsont trouvé que le pH devait être supérieur à 8 a�n que toutes les unités aide aryliquesoient déprotonées. La légère di�érene de diamètres obtenue entre les deux synthèses àpH = 7,8 et à pH > 12 est don ertainement due à et e�et, ajoutant une meilleurestabilité aux partiules par répulsion életrostatique.En�n, le fait qu'auune hydrolyse de l'agent RAFT ne soit observée même à es pHtrès basiques on�rme enore une fois sa présene à l'intérieur des gouttes, grâe à sonblo PS.Tableau 2.16 � E�et du pH et des sels sur la polymérisation en miniémulsion du styrène parle système optimisé "one-pot" ([S℄0 = 1,2 mol/Leau, [RAFT℄0/[AIBN℄0 = 3). Polymérisationsarrêtées après 20h.Exp. [S℄0 Base [OH�℄a pHb
f χc

S Mn, th MPSn, CES IP Dz (σ)[RAFT℄0 [AA℄ % g/mol g/mol nmCG166B 180 NaOH 1 7,8 77 17,6 21,5 1,27 70 (0,13)CG136B 160 NaOH 1,3 >12 86 18,2 18,6 1,32 60 (0,08)CG167B 140 PBS 1× - 5,2 89 16,8 18,7 1,46d poly
a Rapport molaire des onentrations en ions hydroxydes et en aide arylique porté par lesmaro-agents RAFT. b pH mesuré à la �n de la polymérisation en miniémulsion. c Conversion molaireen styrène déterminée par gravimétrie. d Distribution bimodale des masses molaires observées en CESdans le THF.Le milieu réationnel a également été neutralisé par du PBS 1× ar e tampon estouramment utilisé en biologie. Dans e as, le pouvoir tampon du PBS n'est pas su�santar le pH en �n de polymérisation est inférieur à 6. La distribution en taille des NPs esttrès hétérogène et ela a été on�rmé par des lihés de MET (Figure 2.11). Le systèmeest onstitué d'objets très hétérogènes (�laments, objets membranaires, sphères) e qui estertainement dû aux onditions de la synthèse réalisées en milieux aides et en présenede sels [219, 285, 288℄. Des onentrations en PBS plus élevées n'ont pas été testées àause de la forte onentration en sels dans e dernier.Le pH optimal pour l'obtention de petites NPs monodisperses est elui pour lequeltoutes les unités aide arylique des maro-agents RAFT sont déprotonées, 'est à direà pH > 8. Dans la suite, a�n de s'assurer que le pH soit toujours supérieur à 8, nous2. PBS 1× : [NaCl℄ = 137 mM, [KCl℄ = 2,7 mM, [Na2HPO4℄ = 10 mM, [KH2PO4℄ = 1,76 mM



82 2. Synthèse des nanopartiules �uoresentes
Figure 2.11 � Clihés de MET des NPs synthétisées par une polymérisation en miniémulsion"one-pot" à di�érents pH/sels. De gauhe à droite, onditions et barres d'éhelle entre paren-thèses : [OH−℄0/[AA℄0 = 1 (200 nm), [OH−℄0/[AA℄0 = 1,3 (200 nm), PBS (1 µm).utiliserons toujours la soude en exès (1,3 fois).In�uene de la masse molaire du blo PAADi�érents maro-agents RAFT ayant une longueur de blo PAA allant de 7 à 19unités ont été synthétisés. Toutes les NPs obtenues en présene de es maro-agents RAFTprésentent les mêmes aratéristiques en terme de taille et de ontr�le de la polymérisation.Dans la suite, les maro-agents RAFT notés PEO-b-PAA-TTC auront systématiquemententre 7 et 19 unités AA.Rétiulation par du divinylbenzèneEn�n, la rétiulation du ÷ur des NPs par du divinylbenzène (DVB) a été testée. Cedernier ne pouvant pas être inorporé au mélange réationnel lors de la polymérisationen masse, il a été ajouté à la �n de la polymérisation en masse et dispersé de manièrehomogène, avant l'ajout d'eau basique.Tableau 2.17 � Conditions et résultats expérimentaux de la polymérisation en miniémulsion"one-pot" ([M℄0 = 1,2 mol/Leau, [RAFT℄0/[AIBN℄0 = 3) réalisée en présene de DVB, arrêtéeaprès 20h. Exp. [S℄0/[RAFT℄0 DVB χa

0 χb
f Dz (σ)mol % % % nmCG148B 160 3 17 83 80 (0,12)

a Conversion molaire en S uniquement à la �n de la polymérisation en masse, déterminée pargravimétrie. b Conversion molaire globale en S et DVB après 20h.Il n'a pas été possible d'analyser e opolymère par CES en raison de la rétiulationdes haînes entre elles. Conernant le diamètre des NPs, la DDL indique des diamètreslégèrement supérieurs au as sans DVB (D = 80 nm ontre 60 nm, Tableau 2.17). Ladistribution en taille de NPs est également plus large. Ces hangements de diamètressont on�rmés par des lihés de MET (Figure 2.12). Les partiules sont e�etivement



2.6. Polymérisation ontr�lée en proédé "one-pot" optimisé 83plus grosses et polydisperses lorsque le DVB est présent. De plus, les partiules ont desmorphologies di�érentes, ertaines sont reuses.

Figure 2.12 � Clihé de MET des NPs synthétisées par une polymérisation en miniémulsion"one-pot" en présene de DVB. Barre d'éhelle : 200 nm.L'emploi d'agent rétiulant n'étant pas satisfaisant, les NPs ne seront don jamaisrétiulées par la suite.2.6 Polymérisation ontr�lée en proédé "one-pot" op-timiséD'après toutes les études préédentes, des onditions paraissant optimales pour l'ob-tention de NPs à ÷ur PS et à ouronne PEO-b-PAA ont été hoisies. Elles sont résuméesdans le Tableau 2.18. Par la suite, e seront toujours es onditions qui seront employées,que les synthèses soient réalisées ave ou sans BODIPY.Tableau 2.18 � Conditions expérimentales optimisées pour la synthèse des NPs en présene demaro-agents RAFT PEO-b-PAA-TTC par le proédé "one-pot" réalisé à 80�C.T [M℄a0 [M℄0 τsol [RAFT℄b0 [OH�℄/[AA℄c tdUS HDe tfmasse�C mol/Leau [RAFT℄b0 % [AIBN℄0 min wt % min80 1,2 160 ≈ 14 3 1,3 10 0 60-70
a M orrespond au(x) monomère(s) S (et BODIPY). b Maro-agent RAFT PEO-b-PAA-TTC. cRapport des onentrations molaires en ions hydroxydes ajoutés et en unités aides arylique ontenuesdans les maro-agents RAFT. d Durée d'utilisation des ultra-sons. e Pourentage massique en HD parrapport au styrène. f Durée de la polymérisation en masse.Un suivi inétique de réation a été réalisé a�n de véri�er le ontr�le de la polyméri-sation (Figure 2.13). La polymérisation est rapide et le styrène atteint quasiment 80 %de onversion en 2h30, mais ne dépasse pas 86 % de onversion.



84 2. Synthèse des nanopartiules �uoresentesLes hromatogrammes d'exlusion stérique montrent un déplaement des pis vers lesplus fortes masses molaires durant la polymérisation (Figure 2.13). L'évolution des Mnexpérimentales est linéaire ave la onversion et suit la droite théorique. De plus, les IPsont toujours inférieurs à 1,3 durant la polymérisation. La polymérisation est don bienontr�lée.Les NPs obtenues sont petites (Dh = 60 nm) et monodisperses Tableau 2.19.Tableau 2.19 � Résultats expérimentaux de la polymérisation en miniémulsion "one-pot" réa-lisée dans les onditions optimisées du Tableau 2.18.Exp. t χa
S Mn, th MPSn, CES IP Dz (σ)min % kg/mol kg/mol nmCG136B 290 86 18,2 18,6 1,32 60 (0,08)

a Conversion molaire en styrène déterminée par gravimétrie.

Figure 2.13 � Suivi de la polymérisation en miniémulsion du styrène dans les onditions op-timisées "one-pot" (Tableau 2.18). Gauhe : évolution de la onversion molaire en styrène(déterminée par gravimétrie) en fontion du temps. Droite : hromatogrammes d'exlusion sté-rique à di�érentes onversions en styrène. Insertion, évolution des masses molaires moyennes ennombre (+) et des indies de polymoléularité (N) ave la onversion molaire.Le proédé "one-pot" développé permet ainsi d'obtenir des NPs monodisperses parune polymérisation RAFT ontr�lée en miniémulsion.2.6.1 Problème des onversions molaires du styrène déterminéespar gravimétrieLes onversions en styrène déterminées par gravimétrie ne dépassant jamais 75 à 85%,une analyse plus omplète des inétiques de polymérisation a été e�etuée. En e�et, bienque rapide et simple à réaliser, la onversion déterminée par gravimétrie ne tient pasompte d'une éventuelle perte par évaporation des monomères volatiles omme le styrène.



2.6. Polymérisation ontr�lée en proédé "one-pot" optimisé 85Étant donné que le système est soniqué pendant 10 min, il est possible qu'une partie dustyrène soit évaporée durant ette étape.A�n de déterminer la quantité de styrène réellement présente dans le système, desanalyses par RMN 1H ont été faites. Les nanopartiules ne peuvent pas être analyséestelles quelles dans le D2O ar le S et le PS n'y sont pas solubles. Elles ne peuvent pas nonplus être séhées puis redispersées dans un solvant organique puisqu'alors le styrène seraitévaporé. Il faut don les dissoudre dans un bon solvant de toute la haîne polymère justeaprès un prélèvement. Le CDCl3 est un bon solvant des opolymères mais le PAA n'yest soluble que sous sa forme protonée. Or, la synthèse est réalisée en milieu basique. Leproblème a été ontourné en réalisant une extration des opolymères en phase aqueuseaidi�ée (les partiules préipitent) par la phase organique CDCl3. Ainsi, l'intégralité dela haîne de opolymère et le styrène sont visibles par RMN du 1H.

Figure 2.14 � Suivi de la polymérisation en miniémulsion du styrène dans les onditions opti-misées "one-pot" (Tableau 2.18). Évolution des onversions molaires en styrène déterminéespar gravimétrie (•), RMN 1H dans le CDCl3 (�) et par gravimétrie orrigée de 25 % de perteen styrène (N) en fontion de la onversion.Pour une inétique similaire à elle présentée Figure 2.13, di�érents prélèvements ontété réalisés et analysés par RMN 1H et par gravimétrie (Figure 2.14). Au temps �nal,la gravimétrie indique 74 % de onversion en styrène alors que la RMN montre 6 % destyrène non polymérisé (intégrale des protons vinyliques omparée à l'intégrale des protonsaromatiques). Une partie du styrène s'est don bien évaporée. La même observation estfaite sur toute la inétique de polymérisation. Les onversions déterminées par gravimétriemais orrigées d'une perte en styrène de 25 % sont alors similaires à elles déterminéespar RMN. Il s'avère qu'après soniation, 25 % de styrène s'est évaporé, malgré le fait quele système soit refroidi durant ette étape. Par la suite, les onversions en styrène serontdon systématiquement orrigées de la perte moyenne de 25 % en styrène due à l'étapede soniation.



86 2. Synthèse des nanopartiules �uoresentes2.6.2 Synthèse de NPs �uoresentes par une polymérisation RAFT"one-pot" en miniémulsionL'objetif de ette étude étant d'obtenir des nanopartiules �uoresentes, la synthèseévoquée préédemment a été réalisée en présene de 2 mol % de BDPMA par rapportau styrène (soit environ 10 wt %). Le monomère �uoresent est inorporé au système enmême temps que le styrène. Deux synthèses identiques ont été réalisées : la première dansle but de suivre une inétique de la polymérisation (CG140B), la seonde, sans prélève-ments intermédiaires, a�n d'avoir un lot onséquent de NPFs (CG144B). Les résultatsexpérimentaux de es deux polymérisations sont résumés dans le Tableau 2.20.Tableau 2.20 � Résultats expérimentaux de la polymérisation en miniémulsion "one-pot" dansles onditions optimisées du Tableau 2.18 en présene de 2 mol% de BDPMA au temps initial.Exp. t χa
S χb

BDPMA Mn, th MPSn, CES IP Dz (σ)min % % kg/mol kg/mol nmCG140B 235 99 93 17,0 16,3 1,26 65 (0,16)CG144B 240 99 98 16,4 21,0 1,25 65 (0,08)
a Conversion molaire en styrène déterminée par gravimétrie et orrigée de 25 % de perte parévaporation. b Conversion molaire en BDPMA déterminée par CES dans le THF en utilisant unedétetion UV-vis. (λ = 528 nm).La Figure 2.15 présente la inétique de polymérisation des NPFs. La onversion enstyrène est déterminée par gravimétrie et orrigée de la perte par évaporation lors del'étape de soniation. La onversion en BDPMA est déterminée par CES en utilisantla détetion UV-vis (λ = 528 nm) (Figure 2.16). À la �n de la polymérisation, lesonversions molaires individuelles en monomères sont supérieures à 95 %. Les haînesde polymère sont don en moyenne onstituées de 3 unités BDPMA pour 120 unités S,soit de 2,5 mol % en �uorophore. Néanmoins, à l'issue de la polymérisation en masse, lestyrène atteint environ 20 % de onversion alors que le BDPMA est à plus de 50 % deonversion. La onversion en BDPMA reste plus élevée que elle du styrène sur la quasi-totalité de la polymérisation. Il semble don que le BDPMA polymérise plus rapidementque le styrène. Il y a par onséquent ertainement un gradient de �uorophores le longde la haîne polymère ave une onentration plus élevée au voisinage de la surfae desNPFs.Les hromatogrammes d'exlusion stérique au ours de la polymérisation sont présen-tés Figure 2.16. Il y a bien un déalage des pis vers les plus fortes masses molaires lorsquela onversion augmente. Il ne reste pas de maro-agent RAFT PEO-b-PAA-TTC, e quitraduit un réamorçage e�ae de es derniers. Le faible épaulement visible à des volumesde rétention orrespondant au PEO est ertainement dû à des unités non fontionnaliséespar le groupement RAFT. L'évolution des Mn expérimentales est linéaire ave la onver-



2.6. Polymérisation ontr�lée en proédé "one-pot" optimisé 87

Figure 2.15 � Suivi de la opolymérisation en miniémulsion du styrène et du BDPMA (2 mol %)dans les onditions optimisées "one-pot" (Tableau 2.18). Gauhe : évolution des onversionsmolaires en styrène (déterminées par gravimétrie et orrigées de la perte en styrène) (�) et enBDPMA (déterminée par GPC UV-vis, λ = 528 nm) (N) en fontion du temps. Droite : évolutiondes diamètres hydrodynamiques des NPFs ave la onversion molaire globale.sion et suit parfaitement la droite théorique. De plus, les IP restent inférieurs à 1,3 duranttoute la polymérisation. La reprodution de ette expériene présente les mêmes résultatsexpérimentaux (Tableau 2.20). La polymérisation RAFT par e proédé "one-pot" estdon bien ontr�lée et reprodutible.

Figure 2.16 � Chromatogrammes d'exlusion stérique des NPFs, à di�érentes onversions mo-laires globales, enregistrés dans le THF. Gauhe : détetion en RI (onversions entre parenthèse :onversions molaires globales) et insertion : évolution des masses molaires moyennes en nombre(+) et des indies de polymoléularité (N) en fontion de la onversion molaire globale détermi-nés par CES. Droite : détetion par absorbane UV-vis. (λ = 528 nm) (onversions : onversionsmolaires en BDPMA).Pour les deux synthèses, les diamètres hydrodynamiques des NPFs sont identiques(Figure 2.17). Ils sont très légèrement supérieurs à eux obtenus sans BDPMA (D = 65nm ontre 60 nm). Les lihés de MET on�rment la gamme des tailles et la morphologiesphérique des NPFs (Figure 2.17). Néanmoins, les diamètres mesurés par MET sontinférieurs à eux mesurés par DDL (D ≈ 40 nm) ar elles ne orrespondent qu'au ÷ur



88 2. Synthèse des nanopartiules �uoresentesP(S-o-BDPMA) des NPFs. L'évolution des diamètres hydrodynamiques ave la onver-sion a été étudiée (Figure 2.15). Le diamètre des NPFs diminue légèrement durant lapolymérisation, e qui est ouramment observé pour e type d'objets étant donné que lestyrène possède une densité inférieure au PS (ρS = 0,91 < ρPS = 1,05 g/m3).

Figure 2.17 � Caratérisations des NPFs de styrène et de BDPMA (2 mol %) synthétisées enminiémulsion dans les onditions optimisées "one-pot" (Tableau 2.18). Gauhe : signaux de laDDL pour les NPFs CG140B et les CG144B enregistrés dans l'eau (pH 9). Droite : lihés deMET.



2.7. Conlusion 89Le proédé "one-pot" développé permet don la synthèse reprodutible de NPFs, àbase de PS stabilisées par une ouronne de PEO-b-PAA. La polymérisation menant àla synthèse des NPFs est ontr�lée et les diamètres hydrodynamiques des objets sontinférieurs à 100 nm. De plus, e système autorise l'emploi de omonomère �uoresent à10 wt% par rapport au styrène, e qui est intéressant en terme de brillane des objets.Ce travail a fait l'objet d'une publiation [289℄. Les aratéristiques spetrosopiques deNPFs seront étudiées en détail dans le hapitre suivant.2.7 ConlusionDans e hapitre nous avons vu que la synthèse de NPFs à ÷ur P(S-o-BDPMA)et à ouronne PEO ou PEO-b-PAA par une méthode RAFT en miniémulsion n'était pastriviale. En e�et, a�n d'obtenir des NPFs dont le diamètre hydrodynamique est inférieur à100 nm et pour lesquelles la polymérisation est ontr�lée, un ertain nombre de préautionsdoivent être prises. Néanmoins, il a tout de même été possible de trouver un système trèssatisfaisant en utilisant des maro-agents RAFT PEO-b-PAA-b-PS-TTC et de le simpli�eren développant un proédé "one-pot" (Shème 2.4). Dans e proédé, la première étapeonsiste en une polymérisation en masse des monomère(s) en présene de PEO-b-PAA-TTC, arrêtée avant onversion totale. Dans un seond temps, de l'eau basique est ajoutéeau système puis le milieu réationnel est soniqué et une dispersion homogène des gouttesde monomère(s) stabilisées par les maro-agents RAFT amphiphiles PEO-b-PAA-b-PS-TTC est obtenue. En�n, en hau�ant à nouveau ette miniémulsion, la polymérisationredémarre et des NP(F)s sont obtenues. Cette méthode est très reprodutible et permetun bon ontr�le de la polymérisation. Les synthèses sont menées à des taux de solided'environ 12 wt % dans un volume de 5 mL, e qui permet un large nombre d'expérienesen spetrosopie et en imagerie de �uoresene pour la suite (typiquement expérienesmenées de 0,01 à 0,001 wt %)Dans les hapitres suivants, les propriétés de es objets seront abordées. Leurs a-ratéristiques spetrosopiques seront étudiées en détail. Puis, les NPFs seront modi�éesque e soit par la nature de leur ÷ur �uoresent ou par elle de leur ouronne. En�n,nous présenterons la post-fontionnalisation des NPFs via un ouplage peptidique entreles aides arboxyliques de leur ouronne et des moléules à fontion amine.



90 2. Synthèse des nanopartiules �uoresentes

Shème 2.4 � Synthèse de NPs �uoresentes à ÷ur poly(styrène-o-BDPMA), stabilisées par desmaro-agents RAFT PEO-b-PAA-TTC, par une polymérisation RAFT en miniémulsion "one-pot", deux étapes.



Chapitre 3 : Propriétés spetrosopiques des na-nopartiulesDans e hapitre sont présentées les aratéristiques spetrosopiques du �uorophoreBDPMA ainsi que des NPFs dont la synthèse a été abordée dans le hapitre préédent.Puis l'in�uene de la onentration en BDPMA au ÷ur des NPFs sur les propriétésspetrosopiques des NPFs sera abordée. Cette étude sera faite par des mesures de �uo-resene stationnaires et résolues en temps sur es NPFs à taux variables en BDPMA.Di�érents modèles d'analyse des délins de �uoresene seront omparés.En�n, des expérienes d'anisotropies de �uoresene stationnaires et résolues en tempsont été réalisées sur es mêmes NPFs. De telles mesures permettent d'évaluer l'e�aitéde transfert entre �uorophores on�nés dans une matrie.3.1 Caratéristiques spetrosopiques du monomère �uo-resent BDPMALes spetres d'absorption, d'émission et d'exitation de �uoresene du monomèreBDPMA dans le toluène sont présentés Figure 3.1. Le toluène a été hoisi omme solvantde référene dans toute ette étude de par sa grande similarité struturale ave le styrène.Le BDPMA présente un maximum d'absorption à 528 nm et un maximum d'émissionde �uoresene à 540 nm. Les bandes d'absorption et d'émission sont �nes, respetivementde 830 m−1 et de 1000 m−1 (largeurs à mi hauteur). À titre omparatif, la Rhodamine590, dans l'éthanol, présente une bande d'émission de �uoresene d'une largeur de 1570m−1 et les QDs de 1200 m−1 environ [24℄. Le oe�ient d'extintion molaire à 528 nmest de 73 × 103 L.mol−1.m−1 et le rendement quantique de �uoresene est de 0,69, e quionfère au BDPMA une brillane d'environ 50× 103 L.mol−1.m−1. Le spetre d'exitation(λF = 540 nm) se superpose au spetre d'absorption e qui signi�e que l'espèe qui émetla �uoresene est bien la même que elle qui absorbe à 528 nm.Le délin du BDPMA peut être ajusté par une fontion monoexponentielle déroissante(χ2 = 1,07) (Figure 3.1), suggérant une relaxation S1 → S0 suivant une inétique depremier ordre. La durée de vie de �uoresene est de 4,9 ns, e qui est lassique pour etype de BODIPY (�1.2.2).Ce monomère �uoresent présente des aratéristiques spetrosopiques intéressantes,91



92 3. Propriétés spetrosopiques des nanopartiules

Figure 3.1 � Spetres du BDPMA enregistrés dans le toluène à 20�C ([BDPMA℄ ≈ 10−6 M).Gauhe : spetres normalisés d'absorption (-), d'émission de �uoresene (λexc = 495 nm, -) etd'exitation (λF = 540 nm, · · · ). Droite : délin de �uoresene (λexc = 495 nm, λF = 540 nm,
· · · ), ajustement du délin par une fontion monoexponentielle déroissante (�), impulsion laser(-) et résidus (-).notamment pour l'élaboration de sondes adaptées à l'imagerie de �uoresene in vitro(�1.1.5). Il est don intéressant de le opolymériser et de le onentrer au ÷ur de NPspolymères.3.2 Caratéristiques spetrosopiques des NPFsLes propriétés spetrosopiques des partiules dont la synthèse a été présentée dans lehapitre préédent (Tableau 2.20) sont présentées Figure 3.2 et dans le Tableau 3.1.Ces NPFs à ouronne PEO-b-PAA et à ÷ur P(S-o-BDPMA), ontiennent en moyenne3 BDPMA par haîne polymère, soit 2,5 mol % omparé au styrène. A�n d'estimer lenombre de �uorophores par partiules, il faut onnaître leur nombre d'agrégation (i.e.le nombre de haînes polymères par partiule). Ce nombre peut être évalué à l'aide deslihés de MET : en onnaissant le rayon du ÷ur des NPFs et le volume de styrèneinitialement introduit dans la synthèse, on peut onnaître le nombre de partiules rééeslors de la synthèse. Le nombre de haînes polymères est estimé en faisant l'approximationqu'il est égal au nombre de maro-agents RAFT utilisés. Ainsi, le nombre d'agrégationpeut s'exprimer sous la forme :

NMETagg =
nhaînes
nNPF =

VNPF
VS × nhaînes = 4

3
πr3

mSρ × nhaînes (3.1)où : nNPF nombre de NPFs
nhaînes nombre de haînes polymères
VNPF volume du ÷ur des NPFs (m3)
VPS volume de polystyrène total (m3)



3.2. Caratéristiques spetrosopiques des NPFs 93
r rayon du ÷ur des NPFs (m)
mPS masse de polystyrène totale déterminée par gravimétrie (g)
ρ masse volumique du polystyrène (ρ = 1,05 g/m3 à 20�C)Pour des NPFs dont le ÷ur mesure 40 nm de diamètre, le Nagg est d'environ 1750(+−250). Dans e alul, la perte du styrène due à l'évaporation lors de l'étape de soniationa été prise en ompte. Les NPFs évoquées préédemment ontiennent don en moyenne5250 BDPMA opolymérisé ave du styrène, soit environ 0,16 BDPMA/nm3. Cette valeurest 5 fois supérieure à e que Larpent et oll. ont pu obtenir par la méthode de gon�ementen hargeant des latex de PS par un krypto-BODIPY [178℄.Les spetres d'absorption et d'émission de �uoresene du monomère dans le toluèneet des NPFs dans l'eau sont très similaires (Figure 3.2). Un déalage bathohrome (4nm) du maximum d'émission de �uoresene est observé lorsque l'on passe du monomèreen solution à la matrie polymère. Cet e�et a déjà été reporté par Álvarez, Costela et oll.pour des dérivés du krypto-BODIPY opolymérisés ave du MMA et a été attribué auon�nement des �uorophores dans la matrie polymère [290℄. La faible augmentation del'absorbane lorsque la longueur d'onde diminue est due à la di�usion de la lumière parles NPFs. L'épaulement vibrationnel de la bande S0 → S1 est plus marqué dans la matriepolymère qu'en solution, e qui est ouramment observé [193℄. Les spetres d'exitationde �uoresene sont superposables aux spetres d'absorption, e qui signi�e qu'il n'y aqu'une seule espèe �uoresente dans le milieu.

Figure 3.2 � Spetres des nanopartiules dans l'eau (-) (C ≈ 7.10−3 g/L) et du BDPMA dansle toluène (-) ([BDPMA℄ ≈ 10−6 M) : absorption (-), émission de �uoresene (λexc = 495 nm,
· · · ) et exitation des NPFs (λF = 542 nm, · · · ). Insert : délins de �uoresene (λexc = 495nm, λF = 543 nm pour les NPFs et 540 nm pour le BDPMA), impulsion laser (-).Malgré de fortes similitudes spetrales, le rendement quantique de �uoresene desNPFs dans l'eau est 3,5 fois plus faible que elui du monomère dans le toluène (Ta-bleau 3.1).Le délin de �uoresene des NPFs dans l'eau ne peut pas être ajusté par une fontion



94 3. Propriétés spetrosopiques des nanopartiulesmonoexponentielle déroissante, ontrairement au monomère. La durée de vie des NPFsa don été estimée en utilisant la durée de vie moyenne en intensité ("intensity-averageddeay time") [1℄ :
τ =

∫∞

0
tI(t)dt

∫∞

0
I(t)dt

(3.2)Cette dé�nition de la durée de vie est partiulièrement adaptée lorsque les délins de�uoresene sont multi-exponentiels, e qui est le as pour es NPFs.La durée de vie moyenne des NPFs est de 2,8 ns (Tableau 3.1), e qui est 1,8 foisplus faible que elle du monomère dans le toluène.Tableau 3.1 � Caratéristiques spetrosopiques de NPFs mesurées dans l'eau et du BDPMAmesurées dans le toluène.Exp. naBDPMA λabs λb
F ΦF τ cnm nm nsCG144B 3,0 529 544 0,20 2,8BDPMA - 528 540 0,69 4,9

a Nombre moyen d'unités BDPMA par haîne polymère. b λexc = 495 nm. c Durée de viemoyenne alulée à l'aide de l'équation 3.2 (λexc = 495 nm, λF = 543 nm pour les NPFs et 540nm pour le BDPMA).Il semble don qu'en onentrant les �uorophores au ÷ur des NPFs, il y ait formationd'agrégats peu ou pas �uoresents, induisant une hute du rendement quantique et de ladurée de vie de �uoresene des �uorophores à l'état exité. A�n de mieux omprendree phénomène, des NPFs à taux variable en BDPMA ont été synthétisées.



3.3. In�uene de la onentration en BDPMA 953.3 In�uene de la onentration en BDPMAA�n de mesurer l'in�uene de la onentration en BDPMA sur les propriétés d'émissionde �uoresene des NPFs, trois NPFs d'arhiteture identique mais à taux variable enBDPMA ont été synthétisées. Toutes es synthèses sont faites dans les onditions dusystème optimisé "one-pot" dérites dans le hapitre préédent (Tableau 2.18). Lesaratéristiques de es nanopartiules à ÷ur P(S-o-BDPMA) et à ouronne PEO-b-PAA sont résumées dans le Tableau 3.2.Tableau 3.2 � Caratéristiques des NPFs à ouronne PEO-b-PAA et à ÷ur P(S-o-BDPMA)ayant di�érents taux en BDPMA. Synthèses réalisées par une polymérisation en miniémulsiondans les onditions du Tableau 2.18, arrêtées après 4h.Exp. χa
S χb

BDPMA Mn, th MPSn, CES IP ncBDPMA Dz (σ)% % kg/mol kg/mol nmCG38C 99 97 18,1 32,9 1,32 0,3 65 (0,06)CG174B 91 99 15,2 23,7 1,45 1,1 75 (0,12)CG178B 99 98 15,6 15,6 1,32 2,1 80 (0,15)CG144B 99 98 16,4 21,6 1,25 3,0 65 (0,08)
a Conversion molaire en styrène déterminée par gravimétrie et orrigée de 25 % de perte parévaporation. b Conversion molaire en BDPMA déterminée par CES dans le THF en utilisantune détetion UV-vis (λ = 528 nm). c Nombre moyen d'unités BDPMA par haîne polymère.Pour toutes es NPFS, la onversion en BDPMA est élevée (> 97%) et les polyméri-sations dans l'ensemble ontr�lées (IP autour de 1,3 - 1,5). Les nanopartiules présententsensiblement le même diamètre hydrodynamique (Dz autour de 70 nm) et les lihés deMET (non présentés) montrent que e sont des objets sphériques. Le nombre d'agrégationpour tous es objets sera onsidéré omme étant similaire (NMETagg = 1750).Ces NPFs, dont la quantité en BDPMA à ÷ur est variable, ont sensiblement les mêmesaratéristiques en terme de diamètres et de masses molaires des haînes dont elles sontonstituées. Leurs propriétés spetrosopiques pourront don être omparées, dans l'eauou dans un solvant organique tel que le toluène. Dans e solvant, les haînes onstituantles NPFs sont dissoiées et n'interagissent pas entre elles. La synthèse des NPFs étantréalisée en milieu basique, il faut d'abord soit aidi�er, soit méthyler les unités aidesaryliques a�n de rendre les opolymères solubles dans le toluène.3.3.1 Rendement quantique de �uoresene, brillane et durée devieLes propriétés spetrosopiques de es nanopartiules ont été étudiées par spetroso-pie d'absorption et de �uoresene stationnaire et résolue en temps. Les NPFs ont été



96 3. Propriétés spetrosopiques des nanopartiulesétudiées dans l'eau et les haînes polymères dans le toluène.Pour toutes es NPFs, les spetres d'absorption, d'émission et d'exitation de �uores-ene sont identiques aux NPFs étudiées auparavant, ayant 3 BDPMA par haîne.Tableau 3.3 � Caratéristiques spetrosopiques des NPFs à di�érentes onentrations enBDPMA, mesurées dans l'eau ou dans le toluène. eau toluèneExp. naBDPMA [BDPMA℄b ΦF τ c kr knr ΦF τ cmol/LS ns ×107s−1 ×107s−1 nsBDPMA - - - - - - 0,69 4,9CG38C 0,3 0,02 0,56 5,8 9,7 7,6 0,63 4,9CG174B 1,1 0,08 0,39 4,3 10 16 0,68 4,9CG178B 2,1 0,17 0,24 3,2 7,5 24 0,69 4,9CG144B 3,0 0,23 0,20 2,8 7,1 29 0,47 4,8
a Nombre moyen d'unités BDPMA par haîne polymère. b Conentration en BDPMA au ÷urdes NPFs en mole par litre de styrène. c Durée de vie moyenne alulée à l'aide de l'équation3.2 (λexc = 495 nm, λF = 543 nm pour les NPFs et 540 nm pour le BDPMA).La Figure 3.3 présente l'évolution du rendement quantique des NPFs en fontion dunombre moyen de BDPMA par haîne. Lorsque la onentration en BDPMA augmente, lerendement quantique diminue. Pour la plus faible onentration en BDPMA, le rendementquantique des NPFs tend vers elui du �uorophore dans le toluène.

Figure 3.3 � Caratéristiques spetrosopiques des NPFs à taux variable en BDPMA dans l'eauà 20�C. Gauhe : évolution du rendement quantique (�) et de la brillane (•) en fontion dunombre de BDPMA par haîne polymère. Droite : évolution du rendement quantique (�) et de ladurée de vie moyenne (N) en fontion du nombre de BDPMA par haîne polymère. Le rendementquantique du BDPMA mesuré dans le toluène à 20�C (�) est superposé sur les deux ourbes.Il s'agit don de savoir s'il y a un intérêt à onentrer les �uorophores au ÷ur desNPFs. Pour répondre à ela, il faut s'intéresser à la brillane des objets (équation 1.6).



3.3. In�uene de la onentration en BDPMA 97Dans le as de NPFs omposées de haînes �uoresentes, e paramètre peut s'exprimeromme étant :
B = nNaggΦF ε (3.3)où : n nombre de �uorophores par haîne polymère
Nagg nombre d'agrégation (ii 1750)
ΦF rendement quantique de �uoresene des NPFs
ε oe�ient d'extintion molaire du BDPMA (L.mol−1.m−1)L'évolution de la brillane ave la onentration en BDPMA est présentée Figure 3.3.Bien que le rendement quantique diminue lorsque la onentration en �uorophore aug-mente, la brillane, elle, augmente. Il y a don un intérêt à onentrer les �uorophoresa�n d'avoir la meilleure brillane possible. Pour les NPFs les plus onentrées en BDPMA,la brillane est d'environ 80 × 106 m−1.mol−1.L. Ces NPFs sont don environ 1000 foisplus brillantes qu'un BODIPY seul, et 100 à 1000 fois plus brillantes que les QDs [24℄.En omparaison aux systèmes similaires de Wooley et oll. [231℄, es objets sont 160 foisplus brillants.A�n de savoir quelle était la ause de ette perte de rendement quantique, les duréesde vie de es NPFs dans l'eau ont été mesurées (Figure 3.4). Lorsque la onentrationen BDPMA augmente au ÷ur des objets, les délins sont de plus en plus rapides. Cesdélins sont trop omplexes pour pouvoir être ajustés par une fontion monoexponentielledéroissante.

Figure 3.4 � Délins de �uoresene des nanopartiules à di�érents taux de BDPMA par haîne(0,3 · · · , 1,1 · · · , 2,1 · · · , 3,0 · · · ) (λexc = 495 nm, λF = 543 nm), délin de �uoresene duBDPMA dans le toluène (· · · ) et impulsion laser (-). Gauhe : dans l'eau. Droite : dans le toluène.Dans un premier temps, seules les durées de vie moyennes en intensité ont don étéomparées (Figure 3.3, Tableau 3.3). Lorsque la onentration en BDPMA augmente,les durées de vie diminuent, omme le rendement quantique de �uoresene. L'analyse desonstantes de vitesses radiatives (kr) et non radiatives (knr) permet de omprendre un



98 3. Propriétés spetrosopiques des nanopartiulespeu mieux es phénomènes :
kr =

ΦF

τ
et knr = 1− ΦF

τ
(3.4)

1

τ
= kr + knr (3.5)Lorsque la onentration en BDPMA augmente, kr évolue peu, elle diminue seulementd'un fateur 1,2 en passant du milieu le plus dilué au milieu le plus onentré. En revanhe,

knr augmente d'un fateur 3,8.L'évolution de τ−1 est linéaire ave la onentration en BDPMA (Figure 3.5). Si krest supposé onstant lorsque la onentration en BDPMA augmente, ela signi�e don quela diminution de la durée de vie de �uoresene est due à l'augmentation de knr ave laonentration en BDPMA. L'ordonnée à l'origine donne une valeur de (kr + knr)0 de 0,16ns−1, e qui orrespond à une durée de vie de 6,3 ns. Cette valeur pourrait être attribuéeà la durée de vie d'un BDPMA très dilué au sein d'une matrie polymère.

Figure 3.5 � Évolution de l'inverse de la durée de vie moyenne de �uoresene des NPFs à tauxvariable en BDPMA dans l'eau, en fontion du nombre de BDPMA par haîne polymère.Les résultats obtenus en terme de rendement quantique de �uoresene et de durée devie signi�ent que, lorsque la onentration en BDPMA augmente au ÷ur des NPFs, desagrégats peu ou pas �uoresents sont formés. Ces agrégats sont des pièges énergétiques[193℄ et induisent une augmentation de knr ave la onentration en BDPMA.En�n, les haînes polymères ont été étudiées en bon solvant, dans le toluène. Le ren-dement quantique et la durée de vie moyenne sont sensiblement les mêmes que eux duBDPMA dans le toluène (Tableau 3.3, Figure 3.4). Il y a seulement une exeptionpour les NPFs les plus onentrées en BDPMA (3 par haîne) où le rendement quantiqueet la durée de vie de �uoresene sont légèrement inférieurs au BDPMA en solution. Cete�et peut être attribué à des agrégats de BDPMA au sein d'une même haîne. Ceux-iseraient formés lors de la synthèse des NPFs ar le BDPMA est inorporé très rapidementdans la haîne de opolymère (f. hapitre 2).



3.3. In�uene de la onentration en BDPMA 99Il semble don que lorsque les BDPMA sont prohes, dans un espae on�né tel que le÷ur des NPFs, ils forment des agrégats peu ou pas �uoresents. Lorsque la distane entreBDPMA augmente, i.e. lorsque les haînes sont analysées dans le toluène, es agrégatsne peuvent plus exister et les propriétés lassiques du BDPMA en solution diluée sontretrouvées.A�n de omprendre la nature des interations entre BDPMA au ÷ur des NPFs et laraison de la perte de �uoresene ave l'augmentation de la onentration, une analyseplus �ne des délins de �uoresene a été e�etuée.3.3.2 Étude approfondie des délins de �uoreseneNPFs dans l'eau, ajustement des délins de �uoreseneLes délins de �uoresene des NPFs dans l'eau sont omplexes. Ils ne peuvent êtreajustés par une fontion monoexponentielle déroissante omme 'est le as pour le BDPMAen solution diluée.Les délins peuvent être ajustés par une somme de trois exponentielles déroissantesmais e modèle a peu de sens physique. Les résultats d'un ajustement de e type sontrésumés dans le Tableau 3.4. Ces ajustements ont été réalisés en gardant onstantsles paramètres τ1, τ2 et τ3 et en les optimisant pour tous les délins de �uoresene desNPFs dans l'eau. Les trois durées de vie de �uoresene sont de 1,0 ns, 2,6 ns et 6,4 ns.Cette dernière durée de vie est assez prohe de elle déterminée à l'aide de la Figure 3.5et orrespond probablement au as d'un �uorophore BDPMA isolé dans une matriepolymère. La tendane pour es trois durées de vie est que le poids de la durée de vie laplus ourte augmente ave la onentration en BDPMA, alors que le poids de la durée devie la plus longue diminue. Ces résultats onordent ave eux évoqués préédemment enterme de durée de vie moyenne de �uoresene et de rendement quantique. Il est à noterque le délin des NPFs à 1 BDPMA par haîne ne peut pas être ajusté ave suès parette méthode (χ2 = 7,6).Tableau 3.4 � Paramètres d'ajustement des délins de �uoresene dans l'eau des NPFs à tauxvariable en BDPMA, ajustés par une somme de trois exponentielles déroissantes, ave τ1, τ2 et
τ3 �xés, a1, a2 et a3 variables. τ1 = 1,0 ns, τ2 = 2,6 ns et τ3 = 6,4 ns et χ2 global = 1,07.Exp. nBDPMA a1 (τ1 = 1,0 ns) a2 (τ2 = 2,6 ns) a3 (τ3 = 6,4 ns) χ2CG38C 0,3 0,02 0,04 0,94 1,07CG178B 2,1 0,29 0,65 0,06 1,08CG144B 3,0 0,44 0,52 0,05 1,06Un modèle plus réaliste dans le as de distributions de durées de vie est l'utilisationd'exponentielles étendues [291, 292℄. Kohlrauh a initialement introduit ette loi a�n de



100 3. Propriétés spetrosopiques des nanopartiulesdérire la déharge de ondensateurs ne suivant pas une loi déroissante stritement mo-noexponentielle, mais présentant une distribution de onstantes de temps [293℄. Elle aensuite été reprise par Werner a�n de dérire des délins rapides de luminesene d'unphosphore inorganique, puis par Förster dans le as de transferts d'énergie [294℄. L'équa-tion de Kohlraush peut s'érire sous la forme :
I(t) = I0e

−(t/τ0)β =

∫ ∞

0

f(k)e−(kt)dk (3.6)où 0 < β ≤ 1 et τ0 et 1/k sont des durées de vie. La fontion de distribution f(k) est latransformée de Laplae inverse de I(t) et n'a de solution analytique que pour β = 0,5.Lorsque β 6= 0,5, plusieurs modèles mathématiques ont été proposés a�n d'obtenir lafontion de distribution f(k) [291℄. Une estimation de f(k) a été proposée par Berberan-Santos et oll. (équation 3.7). Par ette équation f(k) est déterminée à 5 % près pour desvaleurs de β > 0,2. Dans le as où β > 0,5, la distribution peut s'exprimer omme :
f(k) = τ0

B

(kτ0)(1−β/2)/(1−β)
× exp

[

−(1 − β)ββ/(1−β)

(kτ0)β/(1−β)

]

× (1 + C(kτ0)
δ) (3.7)où : B et C onstantes dépendantes de β

τ0 durée de vie de �uoresene donnée par l'équation 3.6
δ = β(β − 0, 5)/(1− β)L'exposant β est inversement proportionnel à la largeur à mi-hauteur de la distributiondes durées de vie (Figure 3.6). Ainsi, β re�ète l'homogénéité des durées de vie, ave pourréférene β = 1 lorsqu'il n'y a qu'une seule durée de vie. Dans le as de transfert d'énergiede type Förster, β = 0,5, et dans le as de transfert d'énergie de type Dexter, β = d/s, oùd est la dimension fratale et s dépend du méanisme de transfert d'énergie (dip�le-dip�le,dip�le-quadrup�le, quadrup�le-quadrup�le) [291℄.

Figure 3.6 � Distributions des durées de vie (1/k) obtenues par l'équation 3.7. Les hi�resau-dessus de haque ourbe orrespondent aux exposants β (adapté de [291℄).Les exponentielles étendues ont été utilisées ave suès pour dérire, entre autres,des phénomènes omplexes d'homo- ou d'hétéro-transfert lorsque des �uorophores sont



3.3. In�uene de la onentration en BDPMA 101on�nés dans des NPs de silie [295℄, des partiules polymères [296℄, de l'ADN [297℄, dessurfaes d'alumine [298℄.Winnik et oll. ont étudié des latex de poly(métharylate de n-butyle) hargés par desmonomères naphtalimides (synthétisés par une polymérisation en miniémulsion) [253℄. Lesauteurs proposent d'étudier l'hétérotransfert entre les deux monomères, l'un servant dedonneur, l'autre d'aepteur.Dans le as du donneur seul, le délin est ajusté par une fontion de type Kohlraush.La durée de vie moyenne du donneur, < τD >, est alors donnée par :
< τD >=

τD
β
Γ

(

1

β

) (3.8)où : τD durée de vie du donneur
< τD > durée de vie moyenne du donneur
Γ(x) fontion gammaLes auteurs trouvent τD = 5,3 ns, < τD > = 5,5 ns et β = 0,92. Le paramètre β trouvé,assez prohe de l'unité, traduit une faible déviation par rapport à un omportementmonoexponentiel. En présene de l'aepteur, les délins peuvent être ajustés par uneéquation de type Förster :

ID(t) = I0e
[−(t/τD)β−P (t/<τD>)0,5] (3.9)P est un paramètre d'ajustement qui varie ave la onentration en aepteur et qui estproportionnel au ube du rayon de Förster. L'analyse des délins par ette méthode permetd'estimer un rayon de Förster prohe de elui alulé par la méthode des reouvrementsde spetre.Dans des travaux ultérieurs, Winnik et oll. ont opolymérisé des monomères de typenaphtalimide ou oumarine à fontion métharylate d'alkyle à du styrène [299℄. L'exposant

β obtenu vaut en moyenne 0,9, e qui traduit enore une fois une faible déviation parrapport à un omportement idéal.Dans notre as, il peut s'agir soit d'homotransfert entre BDPMA isolés, soit d'hétéro-transfert entre BDPMA isolés et agrégats de BDPMA. Dans le as d'un hétérotransfert,le délin de l'éhantillon le plus dilué en BDPMA (0,3 par haîne) peut servir de référenepour obtenir l'exposant β en l'absene d'agrégats (aepteurs). Cette hypothèse paraîtenvisageable dans la mesure où les onstantes de vitesse radiative et non radiative de etéhantillon sont du même ordre de grandeur qu'un �uorophore isolé dans une matriepolymère (Figure 3.5). L'ajustement du délin de es NPFs par l'équation 3.8 donneomme paramètres d'ajustement τD = 5,8 ns, β = 0,97 et χ2 = 1,07. Malheureusement,il n'a ensuite pas été possible d'ajuster les délins des NPFs à plus forts taux en BDPMApar l'équation 3.9. Un ajustement par l'équation 3.6 en prenant β = 0,5 (Förster pur)n'est pas possible ar ette équation déroît trop rapidement ave le temps.



102 3. Propriétés spetrosopiques des nanopartiulesDans le as d'un méanisme de transfert de type Dexter, l'expression de l'intensité de�uoresene est donnée par [300℄ :
ID(t) = I0e

−(t/τD)β−P (t/<τD>)d/s (3.10)où les paramètres d'ajustement sont d (dimension fratale), s (ordre des interationsmultiples), τ et β.Il n'a pas non plus été possible d'ajuster les délins des NPFs à di�érents taux enBDPMA par ette expression.Toutes es expressions de l'intensité de �uoresene en fontion du temps délinent troprapidement par rapport aux délins de �uoresene des NPFs, mais un simple ajustementpar l'équation 3.6 ne donne pas des χ2 satisfaisants (χ2 > 5). Il a alors été envisagéd'utiliser une équation omportant un terme orrespondant à des agrégats de BDPMA(en exposant β) et un terme orrespondant à des BDPMA isolés (exponentielle simple)a�n d'ajuster es délins :
I(t) = a1e

(−t/τ1)β + a2e
(−t/τ2) (3.11)Un ajustement en ombinant les délins entre eux en gardant τ1 et τ2 �xés, et β, a1et a2 variables donne des résultats satisfaisants pour les NPFs à 0,3, 2 ou 3 BDPMA parhaîne (χ2 global = 1,25). Les paramètres d'ajustement obtenus sont τ1 = 1,6 ns et τ2= 6,4 ns. Malheureusement, le délin des NPFs à 1 BDPMA par haîne ne peut pas êtreajusté ave es valeurs (χ2 > 10). De plus, ave et ajustement l'exposant β augmente avela onentration en BDPMA (respetivement de 0,78 à 0,87 lorsque le nombre de BDPMApar haîne passe de 0,3 à 3). Ce résultat traduirait une augmentation de l'hétérogénéitédes NPFs lorsque la onentration en BDPMA diminue, e qui semble peut réaliste.Les délins ont alors été ajustés en �xant β et τ2 et en variant τ1, a1 et a2. Les résultatssont résumés dans le Tableau 3.5 et les délins et ajustements présentés Figure 3.7.Tableau 3.5 � Paramètres d'ajustement des délins de �uoresene enregistrés dans l'eau desNPFs à taux variable en BDPMA, ajustés par l'équation 3.11, ave β et τ2 �xés, τ1, a1 et a2variables. β = 0,88, τ2 = 6,0 ns et χ2 global = 1,21.Exp. nBDPMA τ1 a1 a2 χ2CG38C 0,3 5,4 0,21 0,79 1,09CG174B 1,1 2,9 0,95 0,05 1,46CG178B 2,1 1,8 0,93 0,07 1,08CG144B 3,0 1,6 0,94 0,06 1,22La durée de vie onstante de es délins (τ2) est de 6,0 ns. Cette valeur est assez prohede elle estimée pour des BDPMA isolés dans du PS (6,3 ns, Figure 3.5). Cette duréede vie disrète orrespond don ertainement bien à des �uorophores BDPMA isolés.
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Figure 3.7 � Délins de �uoresene (· · · ), ajustement des délins par l'équation 3.11 (-),impulsion laser (-) et résidus pondérés (-) pour les NPFs à taux variable en BDPMA (λexc =495 nm, λF = 543 nm). De haut en bas et de gauhe à droite : 0,3, 1,1, 2,1 et 3,0 BDPMA parhaîne polymère.



104 3. Propriétés spetrosopiques des nanopartiulesLe paramètre β obtenu vaut 0,88, e qui est du même ordre de grandeur que eluiobtenu par Winnik et oll. pour des �uorophores opolymérisés ave du styrène [299℄. Ceparamètre, assez prohe de l'unité, traduit une faible hétérogénéité des systèmes. D'unemanière générale, τ1 diminue ave la onentration. Néanmoins, deux omportements sedistinguent :� dans le as des �uorophores très dilués (0,3 par haîne), le délin de �uoresenesuit quasiment une loi monoexponentielle (a1 ≪ a2) ;� dans le as des �uorophores plus onentrés (1 6 BDPMA par haîne 6 3), lesdélins suivent quasiment un loi d'exponentielle étendue pure (a1 ≫ a2).La visualisation des fontions de distribution des durées de vie permet une omparaisonsimple des durées de vie (Figure 3.8). Pour β = 0, 88, les paramètres de l'équation 3.7sont B = 0,647 et C = 0,344 [291℄.

Figure 3.8 � Distribution des durées de vie (1/k) obtenues par l'équation 3.7, des éhantillonsà 3 (a), 2 (b), 1 () ou 0,3 (d) BDPMA par haîne polymère. Le dira (#) orrespond à 1/τ2.Les NPFs de BDPMA opolymérisé au styrène sont don hétérogènes. Elles sont ertai-nement onstituées d'agrégats de BDPMA peu �uoresents et de BDPMA isolés. Lorsquela onentration en BDPMA est faible, le système est essentiellement onstitué de �uoro-phores isolés. En revanhe, lorsque la onentration en BDPMA est supérieure ou égale àun �uorophore par haîne, le système est prinipalement onstitué d'agrégats peu ou pas�uoresents. La durée de vie de es agrégats diminue lorsque la onentration en BDPMAaugmente. Ces observations sont omplémentaires ave elles faites en terme de rendementquantique et d'évolution de la onstante de transfert knr ave la onentration.Chaînes polymères dissoutes dans le toluèneLes délins de �uoresene des haînes à taux variable en BDPMA dans le toluènesont moins omplexes que eux des NPFs dont elles sont issues (Figure 3.4).Pour les éhantillons ontenant moins de 3 BDPMA par haîne, les délins sont ajus-tables par une fontion monoexponentielle déroissante (Tableau 3.6). La durée de vieobtenue est similaire à elle du BDPMA dans le toluène.



3.3. In�uene de la onentration en BDPMA 105Le délin des haînes ontenant 3 BDPMA est ajusté par une somme de deux expo-nentielles déroissantes (Tableau 3.6). Une des durées de vie orrespond ertainement àdes BDPMA isolés (τ1) et la seonde (τ2), très rapide, à des agrégats de BDPMA le longde la haîne polymère omme ela a déjà été évoqué préédemment.Tableau 3.6 � Paramètres d'ajustement des délins de �uoresene enregistrés dans le toluènedes haîne de opolymères à taux variable en BDPMA.Exp. naBDPMA ΦF τ b a1 τ1 a2 τ2 χ2ns ns nsBDPMA - 0,69 4,9 1c 4,9 1,07CG38C 0,3 0,63 4,9 1c 5,0 1,06CG174B 1,1 0,68 4,9 1c 4,8 1,08CG178B 2,1 0,69 4,9 1c 4,9 1,05CG144B 3,0 0,47 4,8 0,77d 4,8 0,23d 0,7 1,14
a Nombre moyen d'unités BDPMA par haîne polymère. b Durée de vie moyenne alulée àl'aide de l'équation 3.2 (λexc = 495 nm, λF = 543 nm pour les NPFs et 540 nm pour leBDPMA). c Délins ajustés par une fontion monoexponentielle déroissante. d Délin ajustépar une somme de deux exponentielles déroissantes.ConlusionLorsque la onentration en BDPMA augmente au ÷ur des NPFs, il y a formationd'agrégats de BDPMA peu ou pas �uoresents qui jouent le r�le de pièges énergétiques.La formation de es agrégats a été mise en évidene par une analyse des rendementsquantiques de �uoresene des NPFs à di�érents taux de BDPMA, ainsi que des duréesde vie de �uoresene. Une analyse approfondie de es délins a permis de mettre enévidene l'hétérogénéité de la distribution des BDPMA dans les NPFs.Dans le hapitre 2, un suivi inétique de la opolymérisation du BDPMA ave lestyrène a permis de mettre en évidene que le �uorophore se polymérise plus rapidementque le styrène. Il existe don ertainement un gradient de �uorophores au sein des haînespolymère. C'est ette répartition graduelle et la proximité des haînes polymères qui doitêtre à l'origine de la formation des agrégats des BDPMA.Malgré ette diminution de �uoresene lorsque la onentration en BDPMA aug-mente, la brillane des NPFs augmente. Cette brillane est même largement supérieureà elle renontrée pour la plupart des NPFs utilisées dans la littérature. Il y a don unintérêt à onentrer les BDPMA au ÷ur des NPFs.



106 3. Propriétés spetrosopiques des nanopartiules3.4 Transferts d'énergie au ÷ur des NPFs : mesuresd'anisotropie de �uoreseneLes mesures d'anisotropie de �uoresene permettent, entre autres, d'évaluer les trans-ferts d'énergie entre �uorophores immobiles au sein d'un matrie polymère.La lumière est une onde életromagnétique onstituée d'un hamp életrique −→E et d'unhamp magnétique −→
B , perpendiulaires, osillants en phase et ayant la même diretionde propagation. Dans la lumière naturelle, es hamps n'ont pas de diretion privilégiée,la lumière n'est pas polarisée. En revanhe, une onde életromagnétique plane est ditepolarisée linéairement si, lors de la propagation, les veteurs hamps életriques restentdans un même plan ; les veteurs hamps magnétiques restent alors également dans unmême plan, perpendiulaire au préédent. Le plan formé par le veteur −→E et la diretionde propagation est appelé plan de polarisation. La diretion du veteur −→

E est prise paronvention omme diretion de polarisation de l'onde. Il est possible de donner un étatpolarisé à une onde ne l'étant originellement pas en utilisant des polariseurs. Ces milieuxne transmettent que les omposantes des trains d'ondes inidents dont le veteur −→E vibreparallèlement à une diretion déterminée, diretion qui sera la diretion de polarisationdu rayon émergent. Si l'on plae un seond polariseur, appelé analyseur, à la suite dupremier, tourné d'un angle θ (angle entre les diretions de polarisation du polariseur etde l'analyseur) et si l'amplitude du hamp életrique de la lumière polarisée à la sortiedu polariseur est E0, l'amplitude à la sortie de l'analyseur sera E = E0cosθ. Comme l'in-tensité est proportionnelle au arré de l'amplitude, l'intensité I à la sortie de l'analyseursera I = I0cos
2θ (loi de Malus) où I0 est l'intensité à la sortie du polariseur. L'intensitésera maximale si les diretions de polarisation du polariseur et de l'analyseur sont paral-lèles. Elle sera nulle (auune lumière ne sort de l'analyseur) si θ = 90�, 'est-à-dire si lespolariseurs sont roisés.Les �uorophores absorbent la lumière selon leur moment de transition et la lumièreémise est également parallèle à e moment de transition dans la plupart des as. Si lalumière inidente est polarisée, la probabilité d'exitation d'un hromophore est propor-tionelle à cos2θ, où θ est l'angle entre le hamp életrique −→E et le moment de transition duhromophore. Ainsi, si une population de �uorophores est élairée par une lumière pola-risée, les moléules dont le moment de transition est parallèle au hamp életrique serontpréférentiellement exitées. Tout hangement de la diretion de polarisation durant l'étatexité va auser une diminution d'anisotropie. Des mesures d'anisotropie de �uoresenepeuvent don fournir par exemple des indiations sur la mobilité des moléules, la �uiditéd'un milieu.Dans le as de moléules uniques en milieu dilué, le mouvement de la moléule surelle-même durant le temps de l'analyse peut induire une dépolarisation de la lumière. Siette moléule est �gée, il ne peut y avoir de dépolarisation de la lumière (Figure 3.9,as A). En revanhe, dans le as d'assemblées de �uorophores dans une matrie �gée, il



3.4. Mesures d'anisotropie de �uoresene 107peut y avoir une dépolarisation de la lumière par transfert d'énergie entre �uorophores(Figure 3.9, as B).

Figure 3.9 � Exemples de dépolarisation de la lumière par des �uorophores (adapté de [301℄). Lesformes ovales représentent des �uorophores et les �èhes les moments de transition d'absorptionet de �uoresene de es �uorophores, supposés parallèles.C'est e dernier as qui va nous intéresser a�n de déterminer l'e�aité de transfertentre BDPMA au sein d'une partiule ou d'une haîne de polymère. Les BDPMA sontrépartis de manière aléatoire au ÷ur des nanopartiules, l'anisotropie d'une nanoparti-ule ou d'une solution de nanopartiules est don supposée nulle. Néanmoins, en exitantpréférentiellement une population de BDPMA et en regardant dans le temps la dépola-risation de la lumière, il doit alors être possible qualitativement et quantitativement dedéterminer l'e�aité de transfert entre �uorophores. Cei est possible par des mesuresd'anisotropie de �uoresene non pas stationnaires, mais résolues en temps.Expérimentalement, de la lumière polarisée vertialement (V) ou horizontalement (H)à l'aide d'un polariseur est envoyée sur une uve ontenant l'éhantillon à analyser. Ensortie de et éhantillon, un seond polariseur est plaé de manière à ne réupérer que lalumière polarisée à nouveau vertialement ou horizontalement (Figure 7.3). Les ompo-santes vertiales ou horizontales de l'intensité sont mesurées grâe à un photomultiplia-teur. L'intensité totale de �uoresene orrespond à I‖ +2I⊥. Le fateur G est un fateurde orretion pour le rapport des omposantes parallèles et perpendiulaires à la diretionde polarisation de la lumière inidente. Il est indépendant de l'éhantillon analysé et est



108 3. Propriétés spetrosopiques des nanopartiulesdé�ni par :
G =

IHV

IHH
(3.12)L'anisotropie est quant à elle le rapport des intensités vertiales et horizontales (in-tensités étant respetivement dirigées parallèlement ou orthogonalement par rapport à lapolarisation du faiseau d'exitation), sur l'intensité totale de �uoresene :

A =
IV V −G× IV H

IV V + 2×G× IV H
(3.13)3.4.1 Estimation des temps de di�usion des NPFs et des haînespolymèreLes mesures d'anisotropie ne peuvent être valides que si la durée de l'émission de �uo-resene est ourte devant les mouvements du matériau qui auseraient une dépolarisationde la lumière. Ainsi, pour des NPFs en suspension, il ne faut pas qu'elles aient le temps detourner durant le temps de l'analyse. À l'aide de la loi de Stokes-Einstein (équation 7.12),le temps de di�usion rotationnelle peut être estimé pour des nanopartiules sphériquespar :

τR =
1

6DR
=

4

3
π
ηr3

kT
(3.14)où : τR temps de di�usion rotationnelle (s)

DR oe�ient de di�usion rotationnelle (s−1)
r rayon hydrodynamique (m)
η visosité du solvant (J.m−1.s−1)
k onstante de Boltzmann (J.K−1)
T température d'analyse (K)Pour des NPFs d'un rayon hydrodynamique de 30 nm dans l'eau, à 20�C, τR = 30 000ns et à 60�C, τR = 12 000 ns. Ces temps sont quasiment 1000 fois supérieurs à la duréede vie de �uoresene des NPFs dans l'eau. Les mesures d'anisotropie de �uoresene desNPFs dans l'eau seront don valables.Dans le toluène, seules les haînes polymères seront observées. L'éart entre extrémitésd'une haîne polymère peut s'exprimer par :

r2 = C∞nl2 (3.15)où : r distane entre extrémités de haîne
C∞ rapport aratéristique
n nombre d'unités monomères de longueur l
l longueur d'une unité de répétition



3.4. Mesures d'anisotropie de �uoresene 109Le rapport aratéristique tient ompte de la rigidité de la haîne dans le solvantd'analyse. Les valeurs des rapports aratéristiques sont tabulées dans le Polymer Hand-book [302℄ pour haque ouple polymère-solvant. A�n d'estimer la longueur de haînes deopolymères PEO45-b-PAA10-b-PS120 dans le toluène, nous avons hoisi de faire la sommede haque longueur de segment. Les valeurs des rapports aratéristiques pour haqueblo de polymère sont résumées dans le Tableau 3.7. Dans ertains as, le C∞ n'étaitpas renseigné dans le toluène, il a alors fallu prendre elui dans le solvant le plus similaire.La longueur des unités monomères (l) est prise omme étant égale à deux fois la liaisonarbone-arbone (0,154 nm) pour les monomères styrène et aide arylique et à trois foisette distane pour l'EO. Dans e as, l est légèrement surestimé puisque la longueur dela liaison arbone-oxygène est légèrement inférieure à elle de la liaison arbone-arbone.Tableau 3.7 � Caratéristiques de taille des di�érents blos polymères du PEO45-b-PAA10-b-PS120. polymère solvant C∞ la nb rcinm nmPEO benzène 4,3 0,462 45 6,4PAA dioxane 6,7 0,308 10 2,5PS toluène 10,5 0,308 120 10,9
a Longueur d'une unité monomère. b nombre d'unités monomère. c Distane entre extrémitésdu blo polymère onsidéré.En onsidérant que les longueurs trouvées pour haun des blos polymères dans dif-férents solvants sont les mêmes dans le toluène, la distane entre extrémités de haînespour le opolymère PEO45-b-PAA10-b-PS120 est don d'environ 20 nm.En utilisant l'équation 3.14, il est alors possible d'estimer de manière très approxima-tive le temps de di�usion rotationnelle des haînes polymères à 20�C ou 60�C 1. Les tempsalulés sont respetivement de 600 et 300 ns, e qui est environ 100 fois supérieur auxdurées de vie de �uoresene des haînes de opolymères �uoresentes dans le toluène.Les aluls d'anisotropie seront don a priori valides.3.4.2 E�et de la températureLes temps de di�usion rotationnelle évoqués préédemment ne tiennent pas omptedes mouvements loaux des haînes polymères.Les BDPMA au ÷ur des NPFs polymères sont a priori immobiles puisque dans un÷ur "gelé" de PS. En e�et, les mesures sont toujours réalisées à une température bieninférieure à la température de transition vitreuse du PS (TPS

g ≈ 100�C). Dans le as des1. Visosité du toluène à 20�C : 575 µPa.s et à 60�C : 375 µPa.s [303℄



110 3. Propriétés spetrosopiques des nanopartiuleshaînes dans le toluène, le problème est plus omplexe. En e�et, les mouvements loauxdes haînes de PS ont des temps aratéristiques extrêmement rapides, de l'ordre de 0,1-0,5 ns [304, 305℄. La rapidité de es mouvements dépend entre autres de la visosité dusolvant dans lequel est dispersée la haîne polymère et de la température.A�n d'évaluer l'impat des mouvements loaux des haînes polymères sur la dépola-risation de la lumière, des mesures d'anisotropie ont été réalisées à quatre températures,dans l'eau pour les NPFs ou dans le toluène pour les haînes seules. L'éhantillon étudiéest elui dans lequel la onentration en �uorophores est la plus forte, 'est à dire eluipour lequel la dépolarisation de la lumière devrait être la plus rapide.Anisotropies stationnairesDans un premier temps, des mesures d'anisotropies stationnaires ont été réalisés surles NPFs possédant 3 BDPMA par haîne. Ces mesures sont réalisées sur un spetropho-tomètre de �uoresene équipé de polariseurs d'exitation et d'émission motorisés.Tableau 3.8 � Valeurs moyennes des anisotropies d'émission de �uoresene stationnaires (λexc= 495 nm) des NPFs omprenant 3 BDPMA par haîne, enregistrées dans l'eau et le toluène,pour des températures variant entre 5 et 60�C. Tsolvant 5�C 20�C 37�C 60�Ceau -0,011 -0,013 -0,010 -0,009toluène -0,020 -0,023 -0,022 -0,012Que e soient les nanopartiules dans l'eau ou les haînes polymères dans le toluène, lesvaleurs des anisotropies stationnaires sont nulles à toutes les températures (Tableau 3.8).Cela signi�e que les transferts d'énergie sont e�aes quelle que soit la température. Cetteméthode ne permet néanmoins pas d'avoir onnaissane de la vitesse de es transfertsd'énergie.Anisotropies résolues en tempsDes mesures d'anisotropies résolues en temps permettent d'avoir aès aux tempsaratéristiques des transferts d'énergie entre �uorophores. Les mesures sont réalisées surle même montage que les délins de �uoresene. Les polariseurs d'exitation et d'émissionsont tournés manuellement.Les délins d'anisotropie de �uoresene des NPFs possédant 3 BDPMA par haîne,dans l'eau et le toluène, sont présentés Figure 3.10 pour quatre températures allant de5 à 60�C.Dans l'eau, les délins d'anisotropie sont très rapides, traduisant des transferts d'éner-gie e�aes. Il n'est pas possible d'analyser quantitativement es délins ar ils sont onte-
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Figure 3.10 � Anisotropies résolues en temps des NPFs possédant 3 BDPMA par haîne àdi�érentes températures : 5�C (· · · ), 20�C (· · · ), 37�C (· · · ), 60�C (· · · ) (λexc = 495 nm, λF =543 nm). Gauhe : dans l'eau. Droite : dans le toluène.nus dans l'impulsion laser. Néanmoins, visuellement, il semble que la température n'aitpas d'in�uene sur es délins d'anisotropie. Ce résultat on�rme e qui a été annonépréédemment, à savoir que les BDPMA sont dans un ÷ur gelé de PS.Dans le toluène, les délins d'anisotropie sont en moyenne moins rapides que dans l'eau,e qui était prévisible dans la mesure où les �uorophores sont moins prohes. Lorsque latempérature passe de 5�C à 60�C, le délin d'anisotropie est beauoup plus rapide. Il y adon un e�et de la température sur les mesures d'anisotropie de �uoresene des haînesdans le toluène. Cela signi�e que la dépolarisation de la lumière au sein des haînespolymères est due d'une part aux transferts d'énergie entre �uorophores, et d'autre partà l'agitation thermique.Dans la suite, l'in�uene de la onentration en BDPMA sur les mesures d'anisotro-pie de �uoresene sera étudiée. Les délins d'anisotropie des haînes polymères ont étémesurés dans le toluène à 20�C. Il faut don garder en mémoire qu'une partie de la dépo-larisation de la lumière sera due aux mouvements vibrationnels des haînes polymères.3.4.3 E�et de la onentration en BDPMA sur l'anisotropie de�uoreseneLes mesures d'anisotropie résolues en temps renseignent sur l'e�aité de transfertentre �uorophores au sein d'une matrie �gée. Nous nous proposons don d'évaluer sil'e�aité de transfert augmente ave la onentration en BDPMA au ÷ur des NPFs.Anisotropies de �uoresene stationnaireLes valeurs moyennes d'anisotropies d'émission et d'exitation de �uoresene station-naires des NPFs dans l'eau sont globalement nulles, quelle que soit la onentration en



112 3. Propriétés spetrosopiques des nanopartiulesBDPMA (Figure 3.11, Tableau 3.9). Les mesures d'anisotropie d'exitation étant trèsbruitées et ayant un pi d'exitation très marqué, la moyenne des anisotropies d'exitationa été alulée pour des longueurs d'ondes omprises entre 450 et 532 nm.

Figure 3.11 � Anisotropies stationnaires des NPFs à di�érents taux de BDPMA par haîne (0,3-, 1,1 -, 2,1 -, 3,0 -), enregistrées dans l'eau à 20�C. Gauhe : émission de �uoresene (λexc = 495nm). Droite : exitation de �uoresene (λemF = 543 nm). Les spetres en gris sont les spetresnormalisés d'émission de �uoresene (gauhe) et d'absorption (droite) des NPFs dans l'eau.Les anisotropies d'émission ou d'exitation de �uoresene des haînes dans le toluènene sont pas présentées ar elles sont similaires à elles des NPFs dans l'eau. Les valeursde es anisotropies sont également globalement nulles quelle que soit la onentration enBDPMA (Tableau 3.9).Tableau 3.9 � Valeurs moyennes des anisotropies stationnaires d'émission (λexc = 495 nm) etd'exitation (λemF = 543 nm) de �uoresene, dans l'eau et le toluène, à 20�C, pour les partiulesà di�érents taux en BDPMA. eau toluèneExp. nBDPMA < AF > < Aexc >
a < AF > < Aexc >

aCG38C 0,3 -0,016 -0,005 +0,014 -0,002CG174B 1,1 -0,014 -0,003 -0,019 -0,009CG178B 2,1 -0,021 -0,005 -0,025 -0,015CG144B 3,0 -0,006 +0,003 -0,002 -0,002
a Valeurs moyennes alulées sans tenir ompte du pi d'exitation.Les anisotropies stationnaires sont nulles, aussi bien dans l'eau que dans le toluène.Les transferts d'énergie entre BDPMA au sein des nanopartiules sont don e�aes danstous les as et la onentration en BDPMA n'en est pas un ritère disriminant.Il s'agit maintenant d'estimer la vitesse de e transfert d'énergie entre BDPMA. Pourela, des mesures d'anisotropie d'émission de �uoresene résolues en temps ont été réa-lisées.



3.4. Mesures d'anisotropie de �uoresene 113Anisotropie de �uoresene résolue en tempsLes délins d'anisotropie des NPFs dans l'eau et des haînes dans le toluène sontprésentés sur la Figure 3.12.Que e soit dans l'eau ou dans le toluène, lorsque la onentration en BDPMA au÷ur des NPFs augmente, les délins d'anisotropie sont plus rapides.Dans l'eau, à partir de 1 BDPMA par haîne polymère, les délins d'anisotropie sontextrêmement rapides, de l'ordre de la pioseonde. Il n'est pas possible d'en extraire untemps aratéristique de transfert d'énergie (ajustement des ourbes par des exponen-tielles, aluls de durées de vie moyennes) ar ils sont à la limite de résolution de l'appa-reil : ils sont ontenus dans l'impulsion laser. Pour l'éhantillon le plus dilué en BDPMA(0,3 par haîne), le temps de demi-vie du délin d'anisotropie (τ pour A = 0,2) a pu êtreestimé à 3 × 10−2 ns. En omparant ette durée de vie à la demi-vie de �uoresene desNPFS (τ1/2 = 5 ns), le nombre de transferts d'énergie ou sauts e�etués entre �uorophoresavant d'émettre de la �uoresene est d'environ 150-200, sahant que pour et éhantillon,il y a environ 530 BDPMA par NPF. Cette étude n'a pas pu être e�etuée pour les autreséhantillons, enore une fois à ause de la limite de résolution de l'appareil. Il faudraitutiliser des appareils de spetrosopie ultra-rapide de type pompe-sonde pour arriver àmesurer de tels temps.Néanmoins, d'une manière qualitative, il peut être observé que plus la onentrationen BDPMA augmente au sein des NPFs, plus les transferts d'énergie sont e�aes.Les délins dans le toluène sont plus lents que eux dans l'eau, e qui était prévisible arles BDPMA sont beauoup moins prohes. Le délin d'anisotropie des haînes ontenantmoins d'un BDPMA (0,3) orrespond ertainement à une dépolarisation de la lumièredue aux mouvements vibrationnels de la haîne. Ces délins ne peuvent pas être ajustéspar des doubles exponentielles déroissantes, même en �xant une des durées de vie vers0,1-0,5 ns (mouvements vibrationnels de la haîne polymère). Une analyse par durées devies moyennes n'a pas non plus donné des résultats satisfaisants à ause du bruit sur lamesure. Qualitativement, les mêmes observations que préédemment peuvent être faites,à savoir un transfert d'énergie d'autant plus e�ae lorsque la onentration en BDPMAaugmente au sein d'une haîne polymère.Le transfert d'énergie entre BDPMA est don e�ae au sein des nanopartiules et ilest d'autant plus rapide que les BDPMA sont prohes. Cette propriété peut être mise àpro�t lors de l'élaboration de senseurs. En e�et, si une moléule peut inhiber la �uores-ene d'un �uorophore (en surfae des NPFs par exemple), par e�et d'antenne une sériede �uorophores seront alors éteints (au ÷ur des NPFs). Ce type de senseur présente unmeilleur ontraste que eux où les �uorophores au ÷ur des NPFs resteraient allumés quelque soit l'état de la moléule inhibante.
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Figure 3.12 � Anisotropies résolues en temps des nanopartiules à di�érents taux de BDPMApar haîne (0,3 · · · , 1,1 · · · , 2,1 · · · , 3,0 · · · ) (λexc = 495 nm, λF = 543 nm) et impulsion laser(-). Gauhe : dans l'eau. Droite : dans le toluène.3.5 ConlusionLe �uorophore BDPMA possède des propriétés spetrosopiques partiulièrement adap-tées pour la fabriation de NPFs destinées à l'imagerie in vitro ou à l'élaboration desenseurs. Lorsqu'il est onentré dans des NPFs à ÷ur PS et à ouronne hydrophilePEO-b-PAA, il y a formation d'agrégats peu ou pas �uoresents. Ces agrégats ont un im-pat sur la durée de vie de �uoresene des NPFs ainsi que sur leur rendement quantique.Néanmoins, bien que le rendement quantique de �uoresene diminue lorsque la onen-tration en BDPMA augmente, la brillane, elle, augmente. Pour des NPFs omprenant 3BDPMA par haîne, la brillane est même 100 à 1000 fois supérieure à elle des QDs.Ces agrégats de BDPMA avaient été présupposés lors de la synthèse des NPFs. Ene�et, une étude inétique de la opolymérisation du BDPMA ave le styrène avait mis enévidene que le �uorophore était très rapidement inorporé dans la haîne de opolymèreset qu'il était réparti graduellement de la ouronne vers le ÷ur des objets. Ces agrégatspeuvent également être dûs à la proximité des haînes polymères au ÷ur des NPFs.Dans l'idée de garder le même nombre de �uorophores par partiule mais d'en aug-menter enore plus la brillane, deux possibilités peuvent être envisagées :� homogénéiser la répartition des �uorophores le long de la haîne polymère ;� utiliser des �uorophores dits enombrés, ayant une tendane limitée à s'agréger àl'état solide.Le hapitre suivant présentera es deux approhes à travers la synthèse de nouveauxmonomères dérivés BODIPY et la synthèse des NPFs orrespondantes.En�n, des études d'anisotropie de �uoresene stationnaires et résolues en temps ontpermis de montrer que les transferts d'énergie entre �uorophores étaient e�aes et trèsrapides. Cette propriété est intéressante lors de l'élaboration de senseurs.



Chapitre 4 : Modi�ation du ÷ur �uoresentDans le hapitre préédent, nous avons vu que lorsque la onentration en BDPMAaugmente, le rendement quantique et la durée de vie moyenne de �uoresene des NPFsdiminuent (�3.3). Cet e�et a été attribué à la présene d'agrégats de BDPMA peu ou pas�uoresents au ÷ur des NPFs. Ces agrégats proviennent peut-être de la répartition duBDPMA dans les haînes polymères. En e�et, lors de la polymérisation, le BDPMA estinorporé plus rapidement que le styrène dans le opolymère (�2.6.2), induisant probable-ment un gradient de �uorophores.Il est ourant d'observer une diminution du rendement quantique de �uoresene enphase ondensée de BODIPY [193℄. Les deux prinipales raisons de ette extintion de�uoresene sont, d'une part, le faible déplaement de Stokes des BODIPY favorisantles homotransferts d'énergie (type Förster ou Dexter), d'autre part, la planéité du noyauémissif favorisant les interations de type π-π en phase ondensée [306℄. Deux stratégiesprinipales peuvent être envisagées pour diminuer es interations entre moléules ausein des NPFs, tout en gardant une onentration en BODIPY importante. La premièreonsiste à augmenter l'enombrement stérique sur les substituants introduits sur le noyauémissif. La seonde onsiste à augmenter la distane intermoléulaire entre �uorophores.Ces deux approhes ont été abordées a�n d'augmenter la brillane des NPFs à ouronnePEO-b-PAA et à ÷ur P(S-o-BODIPY).Dans un premier temps, nous verrons la synthèse de monomères �uoresents porteursde groupements aromatiques et leur inorporation au ÷ur des NPFs. Ces monomères, enplus d'être enombrés, ont une émission de �uoresene déalée vers le rouge e qui peutêtre intéressant pour d'éventuelles appliations en biologie. Dans le adre d'une ollabo-ration ave le Pr. O'Shea de l'université College de Dublin, des dérivés polymérisablesAza-BODIPY, ayant également une émission de �uoresene déalée vers le rouge, ontété inorporés dans les NPs polymères.La seonde partie abordera la modulation de la distribution des monomères de BO-DIPY dans les haînes polymères par modi�ation de leur rapport de réativité vis-à-visdu styrène. Cela est rendu possible en modi�ant la fontion polymérisable portée par lesmonomères BODIPY.
115



116 4. Modi�ation du ÷ur �uoresent4.1 Modi�ation sur les positions 3 et 5 du BODIPYUne des stratégies pouvant être employées a�n de diminuer la formation d'agrégatsonsiste à travailler ave des BODIPY possédant des groupements enombrés. Ces grou-pements peuvent être insérés :� en positions 2 et 6 par ouplage de type Suzuki ou Sonogashira sur le pyrrole [307℄ ;� sur le bore en remplaçant les liaisons bore-�uor par des liaisons bore-arbone [308,309℄ ;� sur la position méso [310℄ en variant la nature de l'aldéhyde impliqué dans la synthèsede BODIPY ;� en positions 3 et 5 du pyrrole par ouplage de Suzuki [311℄ ou par synthèse depyrroles en utilisant par exemple la synthèse de Tro�mov [44, 45℄.Ce dernier as de substitution a été développé au laboratoire dans le adre d'une olla-boration ave le Pr. Tro�mov de l'Institut de Chimie d'Irkoutsk en Russie. Plusieurs sériesde BODIPY ont ainsi été synthétisées [45, 312℄ et leurs propriétés à l'état solide étudiées[193, 313, 314, 315℄. Étonnamment, la nature (saturée ou insaturée) des groupementsportés par le BODIPY semble avoir peu d'in�uene sur les propriétés émissives à l'étatsolide. Des résultats ont montré qu'il ne fallait pas seulement onsidérer la faulté desgroupements à réaliser des interations de type π-π, mais qu'il fallait également prendreen ompte l'angle formé entre le noyau BODIPY et les substituants.Ces modi�ations sur le pyrrole n'ont pas omme seule onséquene d'augmenter la�uoresene des BODIPY à l'état solide : elles déalent également l'émission de �uo-resene vers le rouge par extension de onjugaison du système π (Figure 4.1). Cespropriétés sont intéressantes pour l'imagerie de biologie in vivo omme ela a été évoquépréédemment.
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4.1. Modi�ation sur les positions 3 et 5 du BODIPY 117Il existe peu d'exemples de BODIPY enombrés inorporés dans des NPs polymères.Méallet-Renault, Larpent et oll. ont inorporé des trimésityle-BODIPY dans des latexde PS (D = 15 nm) par une méthode de gon�ement [316℄. Il n'a pas été possible dedoper les latex par plus de 40 moléules, sans doute à ause de leur taille, mais aussi dufort taux de rétiulation des latex. Les latex obtenus présentent sensiblement les mêmespropriétés spetrosopiques (λabs = 545 nm, λF = 559 nm, τ = 7 ns) que les �uorophoresen solution. Par la même méthode, Rurak et oll. ont inorporé des BODIPY fusionnésà des groupements phénanthrènes dans des latex de PS [180℄.4.1.1 Synthèse des monomères enombrés dérivés de BODIPYLors de l'élaboration de nouveaux monomères, il faut veiller à e que les omposésne puissent pas être engagés dans des réations radialaires parasites. Or, il est onnuque les positions 2 et 6 du BODIPY (sur le pyrrole) peuvent failement être polymérisées[61℄, il ne faut don pas laisser es positions libres. L'introdution de substituants sur espositions devrait également défavoriser la formation d'agrégats. Trois monomères, plus oumoins enombrés et ayant un système π plus ou moins étendu ont ainsi été séletionnés(Figure 4.2).
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Tableau 4.1 � Rendements des di�érentes étapes de synthèse des nouveaux monomères enom-brés dérivés BODIPY présentées Shème 4.1.Ar étone oxime N -vinyl pyrrole pyrrolea BDP-OH BDP-MA6 93 > 95 26 46 ∼4 ∼507 86 90 12 >95 ∼10 ∼509 72 95 20 95 16 ∼30
a Pyrrole obtenu par déprotetion du N -vinyl pyrrole.



4.1. Modi�ation sur les positions 3 et 5 du BODIPY 119La synthèse du pyrrole est ensuite réalisée par une réation de Tro�mov [44℄ : l'oximeest plaée dans une solution très basique de KOH dans le DMSO puis le milieu réationnelest hau�é à 120�C. Une fois la température stabilisée, un �ux d'aétylène est installépendant environ 5h. À l'issue de la réation, trois produits sont généralement reueillisaprès une hromatographie sur gel d'alumine : le pyrrole, le N-vinyl pyrrole ainsi que laétone de départ. Dans notre as, le pyrrole et la étone ont toujours été obtenus à l'étatde traes, alors que les N -vinyl pyrroles ont été obtenus ave des rendements d'environ20 % (Tableau 4.1). À l'avenir, il pourrait être intéressant de réduire le temps de laréation de Tro�mov a�n d'éviter la formation du N -vinyl pyrrole qui est un produit desurréation (réation de l'aétylène sur le pyrrole). Ce dernier est néanmoins utile puisqu'ilpeut failement être déprotégé en pyrrole par l'aétate de merure ave des rendementsquasiment quantitatifs.La synthèse des BODIPY ainsi que l'estéri�ation en dérivé métharylate de phénylese font dans les mêmes onditions que pour le BDPMA. Malheureusement, les rendementsde synthèse de es nouveaux BODIPY sont tous faibles (ρ ≈ 10 %, Tableau 4.1) et iln'a don pas été possible d'obtenir es dérivés monomères en grandes quantités. De plus,es monomères, bien que puri�és sur plaques préparatives et n'ayant qu'une seule tahe�uoresente en CCM, présentent des traes de graisses détetées en RMN du 1H et du 13C.Il n'a pas été possible d'éliminer es graisses et les BODIPY ne sont don pas totalementpurs. Cependant, ils ne ontiennent qu'une seule espèe �uoresente très majoritaire etsont don utilisés tels quels. Remarquons que les monomères BODIPY présentant desgroupements aromatiques naphtalènes (6) ou méthylnaphtalènes (7) sont obtenus sousdeux formes atropoisomères 1, observées en RMN du 1H, 13C et 19F.4.1.2 Caratéristiques spetrosopiquesLes aratéristiques spetrosopiques dans le toluène des monomères enombrés naph-talène 6, méthylnaphatlène 7 et biphényle 8 sont résumées dans le Tableau 4.2 et surla Figure 4.3.Les longueurs d'onde d'émission de �uoresene varient de 591 à 614 nm dans letoluène. Le omposé 7 présente un déplaement de Stokes plus important que son analogue6. Cela signi�e don qu'il y a une plus grande réorganisation géométrique à l'état exitépour 7 que pour 6. Tous es omposés présentent un rendement quantique plus faible quele BDPMA et des durées de vie plus ourtes. Une omparaison des onstantes de vitessenon radiatives knr montre que ette valeur est plus élevée pour es BDPMAAr que pourle BDPMA (alors que les kr sont du même ordre de grandeur). Une expliation possibleà e phénomène est la libre rotation du groupement phényle en position méso pour esomposés, ontrairement au BDPMA (méthyles en positions 1 et 7 bloquant les rotations).Une autre voie de désativation non radiative peut venir du fait que les longueurs d'onde1. Type d'isomérie due à la gène stérique de la libre rotation d'un groupement autour d'une liaison σ.



120 4. Modi�ation du ÷ur �uoresentTableau 4.2 � Caratéristiques spetrosopiques, enregistrées dans le toluène à 20�C, des di�é-rents monomères BDPMAAr.monomère Ara λabs λF ΦF τ b kr knrnm nm ns ×108s−1 ×108s−1BDPMA - 528 540 0,69 4,9 1,41 0,636 naphtalène 555 591 0,52 3,2 1,63 1,507 méthylnaphtalène 558 600 0,53 3,1 1,71 1,528 biphényle 572 614 0,51 2,1 2,43 2,33
a Nature des groupements aromatiques introduits en positions 3 et 5 des BDPMAAr . b Duréede vie de �uoresene mesurée ave λexc = 495 nm et λF pris au maximum d'émission de�uoresene pour haque monomère. Les délins suivent une fontion monoexponentielledéroissante (χ2 < 1,2).d'émission de �uoresene de es omposés sont déalées vers les plus grandes longueursd'onde. En e�et, un déalage bathohrome induit néessairement un rapprohement desniveaux énergétiques S0 et S1 et la probabilité des désativations par onversion interneentre les sous-niveaux énergétiques est don augmentée.Trois nouveaux monomères ayant la même fontion polymérisable que le BDPMAont don été synthétisés. Ces monomères sont dit enombrés puisqu'ils possèdent desgroupements aromatiques en positions 3 et 5 des pyrroles. L'émission de �uoresene dees nouveaux monomères varie de 591 à 614 nm dans le toluène.

Figure 4.3 � Spetres d'absorption (traits ontinus) et d'émission de �uoresene (traits poin-tillés) des BDPMAAr (C ≈ 10−6M) (6 : naphtalène -, 7 : méthylnaphtalène -, 8 : biphényle -)et du BDPMA (-), enregistrés dans le toluène.



4.1. Modi�ation sur les positions 3 et 5 du BODIPY 1214.1.3 Synthèse des nanopartiules �uoresentesLes BODIPY enombrés à fontion polymérisable métharylate de phényle ont étéemployés dans la synthèse de nanopartiules �uoresentes. Étant donné les faibles quan-tités de produits disponibles, es synthèses sont menées à 0,2 mol % de BDPMAAr parrapport au styrène, en utilisant le protoole habituel de polymérisation en miniémulsion"one-pot" (onditions du Tableau 2.18). Di�érentes NPFs à ouronne PEO-b-PAA et à÷ur P(S-o-BDPMAAr) ont don été synthétisées. Les résultats de haque synthèse sontrésumés dans le Tableau 4.3.Tableau 4.3 � Résultats expérimentaux des synthèses de NPFs à di�érents ÷urs BODIPY poly-mérisables enombrés. Les synthèses sont réalisées dans les onditions du système optimisé "one-pot" (Tableau 2.18), en présene de maro-agent RAFT PEO-b-PAA-TTC ([M℄0/[RAFT℄0 =160, [RAFT℄0/[AIBN℄0 = 3, [M℄0 = 1,3 mol/Leau, [BDPMAAr℄0 = [M℄0× 0,002) et arrêtées après4h.Exp. BDPMAAr χ0
S

a χ0
BDP

b χf
S

a χf
BDP

b Mn th MPSn CES IP Dz (σ)% % % % kg/mol kg/mol nmCG167C 6 20 43 37 70 8,5 5,3 1,37 55 (0,18)CG112C 7 37 49 79 83 12,9 10,9 1,26 60 (0,13)CG103C 8 28 66 99 91 15,9 11,9 1,30 57 (0,14)CG144B BDPMA 24 58 99 98 16,4 21,6 1,25 65 (0,08)
a Conversion molaire en styrène (0 : à l'issue de la polymérisation en masse et f : à la �n de lapolymérisation), déterminée par gravimétrie et orrigée de la perte par soniation (25 %). bConversion molaire en monomère BODIPY (0 : à l'issue de la polymérisation en masse et f : àla �n de la polymérisation), déterminée par CES en utilisant une détetion UV-vis. réglée sur lalongueur d'onde d'absorption maximale de haque monomère �uoresent.Toutes les NPFs obtenues ont des diamètres hydrodynamiques de l'ordre de 60 nm,'est-à-dire similaires à elui des NPFs à ÷ur BDPMA. Dans l'ensemble, il y a inorpo-ration omplètes des BDPMAAr aux haînes polymères omme le prouve la détetion parUV-vis. en CES (Figure 4.4). Pour toutes es synthèses, à l'issue de la polymérisationen masse (70 min), les BDPMAAr, omme le BDPMA, ont une onversion supérieureà elle du styrène. Ces nouveaux dérivés BODIPY monomères, ayant la même fontionpolymérisable que le BDPMA, semblent don également être inorporés au début de lahaîne polymère. Néanmoins, toutes les polymérisations n'atteignent pas les mêmes tauxde onversion que elles réalisées en présene de BDPMA : les onversions molaires glo-bales, quasiment identiques à elles du styrène, varient de 37 à 99 % lorsqu'on passe duBDPMAAr 6 à 8.Le monomère 8 à groupements biphényles atteint un taux de onversion élevé (χBDP> 90 %) et ne semble par perturber la polymérisation (χglobale = 99 %). En revanhe,le monomère 6 (naphtalène) plafonne à 70 % de onversion et pour ette synthèse la
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Figure 4.4 � Chromatogrammes d'exlusion stérique pour les polymères issus des NPFs à di�é-rents ÷urs �uoresents dérivés BODIPY enombrés, détetion par absorbane : 6 : naphtalène- (λabs = 555 nm), 7 : méthylnaphtalène - (λabs = 558 nm), 8 : biphényle - (λabs = 572 nm).polymérisation du styrène s'arrête à 37 % de onversion. Cette synthèse a été réaliséeune seonde fois pour véri�er et e�et et les mêmes résultats ont été obtenus. En�n, lemonomère 7 (méthylnaphtalène) atteint un taux de onversion élevé (83 %) et retardelégèrement la polymérisation du styrène (79 %).Il semble don que, selon la nature des groupements aromatiques présents sur lesBDPMAAr, la opolymérisation du styrène ave les BDPMAAr soit plus ou moins retar-dée. Cet e�et est ressenti alors que seulement 0,2 mol % de es monomères ont été utilisés.Le groupement phényle en position méso de es monomères est plus libre de rotation quesur le BDPMA à ause de l'absene de groupement méthyles en positions 1 et 7 des pyr-roles. Il se peut qu'il y ait, pour es monomères, une légère onjugaison entre la fontionpolymérisable et le noyau BODIPY (dépendant de l'angle formé entre le phényle en po-sition méso et le noyau émissif). Par ailleurs, les aromatiques enombrés sont égalementplus ou moins onjugués ave le pyrrole. On pourrait don penser à un e�et de la struturegénérale des BDPMAAr, ayant une propension à stabiliser les radiaux propageants. Lemonomère 6 aux groupements naphtalène est ertainement le plus retardateur à ause dela forte tendane à stabiliser les életrons de et aromatique. Remarquons tout de mêmeque des agents RAFT portant un groupement naphtalène en positions R ou Z ont étéutilisés ave suès dans des polymérisations radialaires en solution sans qu'un e�et deretard n'ait été onstaté [317, 318℄.Bien que es NPFs n'aient pas des onversions molaires en styrène et en monomères�uoresents très élevées, elles ont tout de même été étudiées en spetrosopie de �uores-ene.



4.1. Modi�ation sur les positions 3 et 5 du BODIPY 1234.1.4 Propriétés spetrosopiques des NPFsLes propriétés spetrosopiques de es nanopartiules à ÷ur BDPMAAr ont été ana-lysées a�n de voir si les propriétés du monomère étaient onservées ou modi�ées après lapolymérisation. Ces aratéristiques sont résumées dans le Tableau 4.4.Tableau 4.4 � Caratéristiques spetrosopiques des NPFs à di�érents ÷urs �uoresents à basede BDPMAAr ([BDPMAAr℄ ≈ 0,2 mol %) enregistrées dans l'eau à 20�C.exp. Ara λabs λF ΦF τ kr knrnm nm ns ×108s−1 ×108s−1CG38C BDPMA 529 544 0,56 5,8 0,97 0,76CG167C naphtalène : 6 556 598 0,48 4,1 1,17 1,27CG112C méthylnaphtalène : 7 558 601 0,42 6,2 0,68 0,94CG103C biphényle : 8 570c 613c 0,42c n.a.c - -
a Nature de l'aromatique introduit en positions 3 et 5 des monomères BODIPY. b Durée de viemoyenne alulée à l'aide de l'équation 3.2. c L'éhantillon se dégrade, les valeurs renseignéesont été mesurées environ une semaine après la synthèse de NPFs. Le délin n'ayant pas étéenregistré avant dégradation, il n'a pas pu être analysé.Les partiules à ÷ur BDPMAAr naphtalène 6 présentent les mêmes bandes d'absorp-tion et d'émission de �uoresene que le monomère (Figure 4.5). Le rendement quantiquede �uoresene n'est que très peu diminué dans la matrie polymère (de 8 % ontre 20% pour le BDPMA dans des onentrations omparables). Le délin de �uoresene dees NPFs dans l'eau présente une omposante très rapide au début puis une omposantelongue. La durée de vie de �uoresene moyenne de es NPFs dans l'eau est de 4,1 ns,supérieure à elle du monomère en solution.

Figure 4.5 � Spetres des NPFs à ÷ur BDPMAAr portant des groupements naphtalènes (6)enregistrés dans l'eau (-) et du monomère orrespondant (6) enregistrés dans le toluène (-).Gauhe : spetres d'absorption (traits ontinus), d'émission de �uoresene (traits pointillés,
λexc = 495 nm) et d'exitation des NPFs (-, λF = 591 nm). Droite : délins de �uoresene (λexc= 495 nm, λF = 591 nm) et impulsion laser.



124 4. Modi�ation du ÷ur �uoresentPour les partiules à ÷ur BDPMAAr méthylnaphtalène 7 dans l'eau, les mêmes bandesd'absorption et d'émission de �uoresene sont observées que pour le monomère dansle toluène (Figure 4.6). Le rendement quantique de �uoresene est diminué de 20 %environ dans la matrie polymère (similaire au BDPMA). Ces NPFs dans l'eau ont enrevanhe une durée de vie moyenne de �uoresene de 6,2 ns, e qui est deux fois supérieurà elle du monomère dans le toluène (3,1 ns). Ce délin peut être ajusté par une fontionbiexponentielle déroissante (χ2 = 1,06). Les durées de vie trouvées sont τ1 = 3,1 ns (a1= 0,27) et τ2 = 6,5 ns (a2 = 0,73). La première pourrait orrespondre à des agrégatsde BODIPY et la seonde à des BODIPY isolés dont la durée de vie de �uoresene estaugmentée dans la matrie polymère (omparativement à la solution).Dans les as des BODIPY 6 et 7, les onstantes de temps radiatives et non radiativesont diminué lorsque l'on passe de la solution à la matrie de polymère (Tableau 4.2,Tableau 4.4). Cela signi�e que les moléules restent plus longtemps à l'état exité lors-qu'elles sont inorporées au PS. Cela peut s'expliquer par le fait que les �uorophoresdans la matrie polymère ne peuvent plus subir de hos dûs au solvant (une des voiesde désativation non radiative lassique). De plus, les �uorophores dans la matrie rigidepeuvent plus di�ilement tourner (typiquement selon l'axe autour du phénol) qu'en so-lution et ainsi se désativer de leur état exité par ette voie. En�n, ontrairement auBDPMA pour lequel knr augmente lors du passage au polymère, le fait que le knr diminuepour es BODIPY enombrés signi�e probablement qu'il y a moins d'agrégats peu ou pas�uoresents formés au sein du ÷ur des NPFs.

Figure 4.6 � Spetres des NPFs à ÷ur BDPMAAr portant des groupements méthylnaphtalènes(7) enregistrés dans l'eau (-) et du monomère orrespondant (7) enregistrés dans le toluène (-).Gauhe : spetres d'absorption (traits ontinus), d'émission de �uoresene (traits pointillés, λexc= 558 nm) et d'exitation des NPFs (-, λF = 597 nm). Droite : délins de �uoresene (λexc =495 nm, λF = 597 nm) et impulsion laser.Les partiules à ÷ur BDPMAAr biphényle (8) ne présentent en revanhe pas lesmêmes bandes aratéristiques que le monomère dans le toluène (Figure 4.7, gauhe) :sur le spetre d'absorption, une bande à 553 nm est visible. A�n de véri�er l'hypothèsed'un épaulement vibrationnel de la bande S0 →S1 et d'éarter la possibilité d'une seondeespèe absorbante, des spetres d'émission de �uoresene ont été enregistrés en exitant
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Figure 4.7 � Spetres des NPFs à ÷ur BDPMAAr biphényle 8. Gauhe : spetres d'absorption(-), d'émission de �uoresene (· · · , λexc = 530 nm) et d'exitation (· · · , λF = 615 nm) desNPFs dans l'eau et spetres d'absorption (-) et d'émission de �uoresene (· · · ) du monomèreorrespondant 8 dans le toluène. Spetres des NPFs enregistrés une semaine après la synthèse.Droite : spetres d'absorption (-) et d'émission de �uoresene (· · · , λexc = 495 nm) des NPFsdans l'eau, spetres d'émission (· · · , λexc = 495 nm) et d'exitation (-, λF = 555 nm, -, λF= 610 nm) de �uoresene des haînes de opolymères dans le toluène. Spetres enregistrés unmois après la synthèse des NPFs.les partiules à 570 nm et à 550 nm. Dans les deux as, l'émission de �uoresene est iden-tique à elle du monomère dans le toluène. En�n, un spetre d'exitation a été réalisé,en prenant omme longueur d'onde d'émission de �uoresene 615 nm. Le spetre d'ab-sorption ave son épaulement est retrouvé. Le fait que l'épaulement soit légèrement moinsimportant dans le spetre d'exitation que dans le spetre d'absorption est ertainementdû à l'absene de fond de di�usion dans e dernier. Il s'agit don bien d'un épaulementvibrationnel.Le rendement quantique de �uoresene de es NPFs est environ 20 % inférieur à eluidu �uorophore dans le toluène (Tableau 4.4). En mesurant e rendement quantique unmois après la réalisation de la synthèse, nous nous sommes aperçu qu'il avait huté de0,42 à 0,28. De plus, des spetres d'émission de �uoresene des NPFs enregistrés dansl'eau (λexc = 495 nm) montrent l'apparition d'une bande de �uoresene vers 556 nm,alors que les spetres d'absorption n'ont pas évolué (Figure 4.7, droite). Les haînes deopolymère ont alors été analysées dans le toluène a�n de dissoier les éventuels agrégatsde BDPMAAr présents dans les NPFs. Un spetre d'émission de �uoresene (λexc = 495nm) a été enregistré et montre l'apparition d'une bande à 557 nm d'une intensité similaireà la bande prinipale à 614 nm. Il existe don a priori une autre espèe �uoresenteau ÷ur de es NPFs. A�n de aratériser ette espèe, un spetre d'exitation a étéenregistré (λF = 555 nm). Ce spetre prouve la présene d'une espèe absorbant à 546nm et émettant à 557 nm dans le toluène. De plus, l'allure des spetres d'émission etd'exitation de �uoresene laissent penser qu'il s'agit d'un dérivé BODIPY. Les longueursd'onde d'absorption et d'émission de �uoresene sont déalées d'environ 20 nm vers lesplus fortes longueurs d'onde omparé au BODIPY PM567 (Tableau 1.2) ou au BDPMA(Tableau 3.1). Cette espèe pourrait don être un BODIPY livé en position 8 mais



126 4. Modi�ation du ÷ur �uoresentpossédant toujours les groupement biphényles en positions 3 et 7. En�n, ette espèe, deouleur de �uoresene verte, a été observée par CCM en déposant les NPFs sur plaque desilie (éluant : DCM). Cette espèe migre sur plaque de silie, ontrairement au BDPMAAropolymérisé ave le styrène, e qui pourrait on�rmer un livage en position méso. Cetteespèe n'était pas présente dans le monomère au moment de la synthèse des NPFs. Unephoto-oxydation du BDPMAAr pourrait en être la ause.4.1.5 ConlusionTrois nouveaux monomères BDPMAAr enombrés ont été opolymérisés au ÷ur desNPFs. Les NPFs obtenues émettent de 598 à 613 nm ave des rendements quantiques de�uoresene de l'ordre de 0,40 (Figure 4.8). Néanmoins, selon la nature de l'aromatiqueporté par le noyau BODIPY, ertains problèmes ont été renontrés :� ave des groupements naphtalène, la opolymérisation est retardée. Cet e�et a étéattribué à la apaité de e monomère à stabiliser les radiaux ;� ave des groupements biphényle, le BDPMAAr, bien que opolymérisé au styrène,se dégrade au ours du temps. Auune expliation n'a été trouvée à e jour.Le omposé le plus prometteur semble don être le BDPMAAr présentant des groupe-ments méthylnaphtalène.Une autre famille de �uorophores peut être intéressante pour l'imagerie in vivo : ils'agit des Aza-BODIPY. Leur opolymérisation au ÷ur des NPFs est abordée dans leparagraphe suivant.

Figure 4.8 � Photographies des di�érentes NPFs dans l'eau (C = 0, 035 wt %, λexc = 365 nm)et longueurs d'onde d'émission et rendements quantiques de �uoresene respetifs.



4.2. Utilisation d'Aza-BODIPY 1274.2 Utilisation d'Aza-BODIPYDans le adre d'une ollaboration ave le Pr. O'Shea de l'University College Dublinen Irlande, des Aza-BODIPY ont été testés dans nos NPFs. Les Aza-BODIPY sont desBODIPY dont la position méso est oupée, non pas par un arbone, mais par un azote(�1.2.3). Ces BODIPY sont très intéressants pour l'imagerie médiale ar ils émettent versle rouge, prohe infra-rouge. Le dotorant Maro Grossi a ainsi pu venir au PPSM testerun nouveau monomère à fontion métharylate. La synthèse de e monomère asymétriqueest réalisée à partir d'un Aza-BODIPY présentant deux phénols en position 3 et 5 [55, 319℄.Le bisphénol est désymétrisé par une synthèse de Williamson ave un équivalent de iodo-méthane. Le méthoxyphénol intermédiaire est estéri�é par le hlorure de métharyloyle.Ce BODIPY présente don la même fontion polymérisable que le BDPMA. Ce om-posé a une émission de �uoresene dans le prohe infra-rouge (703 nm) et un rendementquantique d'environ 35 %.
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PSfrag replaements 10Figure 4.9 � Struture et prinipales propriétés spetrosopiques dans le hloroforme de l'Aza-BODIPY à fontion métharylate, synthétisé en Irlande dans l'équipe du Pr. O'Shea.Des NPFs à ÷ur Aza-BODIPY 10 ont été synthétisées dans les onditions lassiques"one-pot" (Tableau 2.18). Les paramètres des di�érentes expérienes sont résumés dansle Tableau 4.5.La première synthèse (MG1) a été réalisée dans des onditions lassiques de synthèsedes NPFs en présene de 2 mol % d'Aza-BODIPY. Malheureusement, à l'issue de lapolymérisation en masse, les taux de onversion du styrène et de l'Aza-BDOIPY sontnuls. L'inversion de phase est tout de même réalisée mais à la �n de la polymérisation enminiémulsion, les taux de onversion sont toujours nuls.Ave l'hypothèse que le monomère Aza-BODIPY 10 pouvait retarder la polymérisa-tion, son pourentage molaire a été divisé par trois (MG2). À l'issue de la polymérisationen masse, la onversion en styrène est toujours nulle. La quantité d'AIBN a alors ététriplée par rapport à e qui avait été introduit au départ et la polymérisation en massepoursuivie durant une nuit (MG2 bis). Un solide bleu est obtenu, ave une onversion



128 4. Modi�ation du ÷ur �uoresentTableau 4.5 � Conditions et résultats expérimentaux des synthèses des NPs à ÷ur Aza-BODIPY 10, réalisées dans les onditions lassiques "one-pot" (Tableau 2.18) en présenede maro-agent RAFT PEO-b-PAA-TTC ([M℄0/[RAFT℄0 = 160, [M℄0 = 1,3 mol/Leau).Exp BODIPYa [RAFT℄0/[I℄b0 tc χd
S, 0 ouleure0 χd

S, f ouleurefmol % min % %MG1 2 3 70 0 vert 0 vertMG2 0,7 3 70 0 vert - -MG2 bis 0,7 0,5 nuit 80 bleu - -MG4 0,1 3 180 31e vert 99e bleu
a Pourentage molaire en Aza-BODIPY 10 par rapport au styrène. b Rapports molaires enmaro-agent RAFT PEO-b-PAA-TTC et en AIBN au début de la polymérisation. c Durée del'étape de polymérisation en masse. d Conversions molaires en styrène déterminées pargravimétrie à l'issue de la polymérisation en masse (0) et à la �n de la polymérisation enminiémulsion (f ). e Couleur des suspensions de NPs à l'issue de la polymérisation en masse (0)et à la �n de la polymérisation en miniémulsion (f ).molaire en styrène de 80%. La polymérisation du styrène en présene de 0,7 mol% demonomère Aza-BODIPY 10 est don possible mais est bien plus lente qu'en présene deBDPMA. De plus, les propriétés spetrosopiques de l'Aza-BODIPY semblent altéréespuisque sa ouleur est passée du vert au bleu.Tableau 4.6 � Résultats expérimentaux de la synthèse de NPs à ÷ur Aza-BODIPY 10 (MG4).éh.a χb

S χc
BODIPY Mn, th MPSn SEC IP Dz (σ)% % kg/mol kg/mol nm0 31 80 7,0 7,4 1,66 72 (0,19)f 99 93 15,7 21,4 1,49 71 (0,09)

a Éhantillon à l'issue de la polymérisation en masse (0) ou à la �n de la polymérisation enminiémulsion (f). b Conversion molaire en styrène déterminée par gravimétrie et orrigée de laperte de masse due à l'étape de soniation (25 %). c Conversion molaire en Aza-BODIPYdéterminée par CES en utlisant une détetion UV-vis. (λabs = 450 nm).Une dernière expériene a don été menée en utilisant seulement 0,1 mol % d'Aza-BODIPY 10 (MG4). Après trois heures de polymérisation en masse, la onversion enstyrène est de 31%. Dans ette phase organique, la même quantité d'AIBN que elle in-troduite au départ a été ajoutée a�n de forer la polymérisation. À l'issue de l'inversionde phase, la ouleur de la suspension passe de vert à bleu. Après une nuit, la onversion�nale en styrène est de 99% et les objets mesurent 70 nm de diamètre (σ = 0,09) (Ta-



4.2. Utilisation d'Aza-BODIPY 129bleau 4.6). Des lihés de MET (Figure 4.10) on�rment es diamètres et la présened'objets sphériques. Néanmoins, les NPs semblent légèrement plus polydisperses que ellesobtenues en présene de BDPMA.La opolymérisation de l'Aza-BODIPY ave le styrène a été véri�ée par CES enutilisant une détetion UV-vis. (Tableau 4.6 et Figure 4.11). Les hromatogrammesprouvent que l'Aza-BODIPY est bien inorporé dans les haînes polymères (Figure 4.11).L'Aza-BODIPY se polymérise bien plus rapidement que le styrène (80% de onversion en290 min, ontre 31% de onversion pour le styrène) et sa onversion à la �n de la polymé-risation en miniémulsion est élevée (93 %). En revanhe, le ontr�le de la polymérisationest beauoup moins bon qu'en présene de BDPMA. À l'issue de la polymérisation enmasse et de la polymérisation en miniémulsion, les pis de CES sont multimodaux.

Figure 4.10 � Clihé de MET de NPs à ÷ur Aza-BODIPY 10 (exp. MG4). Barre d'éhelle :500 nm.

Figure 4.11 � Chromatogrammes d'exlusion stérique enregistrés dans le THF pour les poly-mères issus des NPFs à ÷ur Aza-BODIPY 10 (MG4) à l'issue de la polymérisation en masse(-) et à la �n de la polymérisation en miniémulsion (-). Détetion RI (-) et UV-vis. (· · · , λ =450 nm).Ces NPs ont été analysées par spetrosopie d'absorption et de �uoresene. Malheu-reusement, les spetres d'absorption obtenus n'étaient pas exploitables en raison d'un fort



130 4. Modi�ation du ÷ur �uoresentfond de di�usion. De plus, auune émission de �uoresene n'a pu être détetée (λexc =
λabs max).En�n, une dernière expériene ave et Aza-BODIPY a été menée, à savoir ajouterl'Aza-BODIPY après l'étape de polymérisation en masse. Dans e as, le styrène atteint15% de onversion après 70 min, puis le BODIPY est ajouté et l'inversion de phase faite.La onversion en styrène est de 27% après 2h et n'évolue plus pendant 24h. Le diamètredes partiules est de 72 nm, mais la suspension est très polydisperse. Conernant laspetrosopie, le spetre visible présente une bande d'absorption à 610 et un épaulementà 688 nm. Auune émission de �uoresene n'a pu être mesurée.A�n de omprendre d'où venaient les problèmes renontrés durant es polymérisa-tions, un autre Aza-BODIPY ne présentant pas de fontion polymérisable a été testé(Figure 4.12). Le omposé 11 a, lui aussi, les positions 2 et 6 libres sur les groupementspyrroles. Ainsi, il doit pouvoir être possible de déterminer si les problèmes viennent de lastruture du BODIPY ou de la fontion polymérisable.
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F FPSfrag replaements 11Figure 4.12 � Aza-BODIPY non polymérisable, synthétisé en Irlande.Le omposé 11 a ainsi été utilisé dans une synthèse "one-pot" lassique. À l'issuede la polymérisation en masse, la onversion en styrène est nulle. L'inversion de phasea tout de même été faite mais les gouttes obtenues étaient polydisperses. Après 12h depolymérisation en miniémulsion, la onversion en styrène est toujours nulle.Les problèmes renontrés ave es Aza-BODIPY sont don ertainement dûs à leurstruture. Nous pensons que ela provient des positions 2 et 6 libres sur les unités pyrroles,pouvant intervenir dans des réations radialaires [61℄.



4.3. Modi�ation de la fontion polymérisable 1314.3 Modi�ation de la fontion polymérisableDans le hapitre 2, nous avons vu que le BDPMA est très rapidement inorporé dansles haînes polymères. Ce gradient de BDPMA est ertainement en partie à l'origine desagrégats peu ou pas �uoresents présents au ÷ur des NPFs mis en évidene dans lehapitre 3.Un moyen de prédire la répartition des monomères dans une opolymérisation est deraisonner ave leurs rapports de réativité. Les rapports de réativité rA et rB d'une pairede monomères sont dé�nis omme étant le rapport des onstantes de vitesse des di�érenteséquations de propagation (modèle terminal ii) :
∼ M•

A +MA → ∼ MAM
•
A kAA (4.1)

∼ M•
A +MB → ∼ MAM

•
B kAB (4.2)

∼ M•
B +MB → ∼ MBM

•
B kBB (4.3)

∼ M•
B +MA → ∼ MBM

•
A kBA (4.4)où : ∼ M•

i représente une haîne de polymère en roissane terminant avele radial du monomère i (A ou B)
kAA et kBB onstantes de vitesse d'homopolymérisations
kAB et kBA onstantes de vitesse de polymérisations roiséeset : rA = kAA/kAB

rB = kBB/kBAEn polymérisation radialaire, pour une paire de monomères dont les rapports rAet rB sont tous les deux très inférieurs à 1, es deux monomères auront une tendane àl'alternane. En revanhe, si rA et rB sont supérieurs à 1, il y aura tendane à la formationde opolymères à blos.Le BDPMA présente une fontion polymérisable de type métharylate de phényle.Les rapports de réativité entre le styrène et un métharylate de phényle sont renseignésdans le Polymer Handbook et sont respetivement de rMAφ/S = 0, 51 et rS/MAφ = 0, 25[302℄. Cela traduit une tendane à l'alternane des deux monomères, tout en ayant uneréativité plus grande pour le métharylate de phenyle (MAφ), 'est à dire le BDPMA.Cette réativité arue du BDPMA par rapport au styrène amène à une répartition engradient des �uorophores au sein des haînes de PEO-b-PAA-b-P(S-co-BDPMA) et de faitau ÷ur des nanopartiules.Dans le but d'augmenter le rendement quantique de �uoresene des nanopartiules,une des stratégies onsiste à répartir de façon plus homogène les �uorophores le long deshaînes de opolymères. Ainsi, en utilisant des monomères �uoresents ayant des réativi-tés similaires au styrène, il devrait être possible de diminuer le gradient de �uorophores.En omparant dans la littérature les rapports de réativité du styrène vis-à-vis de mono-mères lassiques, nous pouvons retenir quatre fontions polymérisables d'intérêt, résuméesdans le Tableau 4.7.



132 4. Modi�ation du ÷ur �uoresentTableau 4.7 � Rapports de réativités théoriques entre le styrène (monomère A) et des mono-mères modèles (B) (valeurs moyennes issues de [302℄).fontion polymérisable (B) abréviation rA rBmétharylate de phényle MAφ 0,25 0,50arylate de phényle Aφ - -métharylate d'éthyle MAEt 0,60 0,30arylate d'éthyle AEt 0,80 0,20styrène S 1,0 1,0Pour tous es monomères, pour une opolymérisation ave le styrène, les rapports rA et
rB sont inférieurs ou égaux à 1 et trois types de répartition peuvent espérer être obtenues(dans le as où les ompositions initiales en monomères seraient équimolaires) :� une répartition statistique du �uorophore le long de la haîne dans le as d'unmonomère dérivé styrène (rA = rB = 1) ;� une tendane à l'alternane des monomères ave un gradient de �uorophore plusonentré vers l'extrémité de haîne dans le as des dérivés �uorophores à fontionarylate d'éthyle ou métharylate d'éthyle (rB < rA < 1) ;� une tendane à l'alternane des monomères ave un gradient de �uorophore plusonentré vers le début des haînes dans le as des dérivés �uorophores à fontionmétharylate de phényle (rA < rB < 1).
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PSfrag replaements 12 13 14 15Figure 4.13 � Nouveaux BODIPY à di�érentes fontions polymérisables utilisés dans etteétude.En travaillant ave des dérivés monomères BODIPY ayant une fontion soit méthary-late d'éthyle, soit arylate d'éthyle, soit styrène, trois répartitions du BODIPY peuventêtre attendues, et don a priori trois omportements spetrosopiques di�érents. Uneautre fontion polymérisable, dont le rapport de réativité ave le styrène n'est pas tabu-lée dans le polymer Handbook, est également intéressante à tester. Il s'agit de l'analoguedu métharylate de phényle : l'arylate de phényle. À titre indiatif, le styrène et l'arylatede 2-arboxyphényle ont des rapports de réativité de rA = 0,49+−0,04 et rB = 0,61+−0,06



4.3. Modi�ation de la fontion polymérisable 133[320℄. Ce monomère pourrait don avoir une réativité intermédiaire entre un monomèreà fontion métharylate de phényle et métharylate d'éthyle.Quatre nouveaux monomères ont ainsi été retenus (Figure 4.13). Ces monomèressont tous des dérivés du krypto-BODIPY ayant un noyau benzénique en position méso.4.3.1 Synthèse de nouveaux dérivés BODIPY à fontions poly-mérisables di�érentesLa synthèse du monomère à fontion arylate de phényle (Aφ) 12 est similaire à elledu BDPMA(Shème 4.2). Il s'agit de réaliser une estéri�ation du BODIPY phénol 2par le hlorure d'aryloyle en milieu organique basique (ρ = 50 %).
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PSfrag replaements 2 12Shème 4.2 � Synthèse du BODIPY à fontion arylate de phényle.Les synthèses des monomères à fontion métharylate d'éthyle (MAEt) 13 et arylated'éthyle (AEt) 14 sont similaires et sont réalisées en trois étapes (Shème 4.3) :� synthèse du 4-(2-hydroxyéthoxy)benzaldéhyde par une réation de Williamson entrele 4-hydroxybenzaldéhyde et le 2-bromoéthanol [321℄,� synthèse du dérivé BODIPY 16 à partir de l'aldéhyde préédent,� estéri�ation du BODIPY 16 ave du hlorure de métharyloyle pour donner lemonomère 13 ou ave du hlorure d'aryloyle pour donner le monomère 14.Il est à noter qu'il n'a pas été possible d'obtenir le BODIPY 16 diretement à partirdu BODIPY phénol 2 par ette même réation de Williamson (K2CO3 dans le DMF ouK2CO3 dans le THF) ar dans tous les as une dégradation du BODIPY est observée.Dans e as d'une déprotonation du BODIPY phénol 2 par le DBU dans le THF, ladéprotonation du phénol a bien lieu, mais auune substitution nuléophile n'est observée.En�n, le métharylate de 2-bromoéthyle a été synthétisé, puis la substitution nuléophilesur le BODIPY 2 ave du K2CO3 dans le DMF a été faite, mais n'ont ainsi été obtenusque des produits de dégradation.La synthèse du BODIPY à fontion styrène (S) est quant à elle plus di�ile à réaliser.En e�et, l'obtention du hlorure de 4-vinylbenzoyle, néessaire à la formation du BODIPYstyrénique, néessite quatre étapes (Shème 4.4) :
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Shème 4.3 � Synthèse des BODIPY monomères à fontion arylate ou métharylate� bromation de l'aide 4-méthylbenzoïque pour obtenir l'aide 4-bromométhylbenzoïque,� obtention du sel de triphénylphosphonium par substitution nuléophile de la triphé-nylphosphine sur l'aide 4-bromométhylbenzoïque (réation d'Arbuzov),� addition nuléophile de l'ylure de phosphore sur du formaldéhyde, formant ainsil'oxyde de triphénylphosphine ainsi que l'aide 4-vinylbenzoïque (réation de Wit-tig),� hloration de l'aide 4-vinylbenzoïque à l'aide du hlorure d'oxalyle a�n d'obtenirle hlorure de 4-vinylbenzoyle.Le rendement total de es quatre étapes (34 %) est satisfaisant.En�n, à partir du hlorure de 4-vinylbenzoyle, le BODIPY dérivé styrène 15 est obtenuen 3 étapes "one-pot", par une synthèse lassique de BODIPY (Shème 4.4). Malheu-reusement, le rendement de ette dernière étape est faible (7 %).La synthèse d'un dérivé styrène a également été réalisée en proédant à une estéri-�ation entre le BODIPY phénol 2 et le hlorure de 4-vinylbenzoyle. Malheureusement,auun produit n'a pu être isolé.Tous es nouveaux dérivés BODIPY sont obtenus sous forme de solides orange foné.Ils sont solubles dans les solvants hlorés, l'aétone et le toluène et partiellement solublesdans les alools.
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15Shème 4.4 � Synthèse du BODIPY à fontion styrène4.3.2 Propriétés spetrosopiques des monomèresLes aratéristiques spetrosopiques de es quatre nouveaux monomères sont présen-tées sur la Figure 4.14 et dans le Tableau 4.8.Tous es nouveaux omposés présentent sensiblement les mêmes aratéristiques spe-trosopiques, à savoir :� un maximum d'absorption vers 527-528 nm ;� un oe�ient d'extintion molaire élevé (≈ 70 × 103 M−1.m−1) ;� un maximum d'émission de �uoresene vers 539-540 nm ;� un rendement quantique de �uoresene élevé (≈ 70 %) ;� une durée de vie de �uoresene variant entre 4 et 5 ns ;Seul le dérivé styrène se distingue légèrement des autres par sa durée de vie de �uores-ene un peu plus ourte et sa onstante de vitesse non radiative légèrement plus élevée.Ces propriétés similaires étaient attendues dans la mesure où le ÷ur �uoresent desBODIPY n'a pas été modi�é, pas même la géométrie du substituant en position méso.Cela va nous permettre de pouvoir failement omparer les propriétés spetrosopiquesdes nanopartiules dont ils onstitueront le ÷ur �uoresent.Tableau 4.8 � Caratéristiques spetrosopiques des monomères BODIPY présentant di�érentesfontions polymérisables, mesurées dans le toluène à 20�C.monomère fontion λabs λemF ΦF ε τ kr knrnm nm 103 M−1.m−1 ns ×108 s−1 ×107 s−11 MAφ 528 540 0,69 73 4,9 1,41 6,3312 Aφ 528 540 0,74 79 4,8 1,54 5,4213 MAEt 527 538 0,75 70 4,8 1,56 5,2114 AEt 527 538 0,71 74 4,7 1,49 6,3815 S 527 539 0,71 68 4,1 1,73 7,07
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Figure 4.14 � Spetres des monomères dérivés BODIPY à di�érentes fontions polymérisablesenregistrés dans le toluène à 20�C ([BODIPY℄ ≈ 10−6M) : BDPMA (-), arylate de phényle (-),métharylate d'éthyle (-), arylate d'éthyle (-) et styrène (-). Gauhe : spetres d'absorption(traits ontinus) et d'émission de �uoresene (traits pointillés). Droite : délins de �uoresene(λexc = 495 nm, λF = 540 nm) et impulsion laser (-).4.3.3 Synthèse des nanopartiules �uoresentesLes monomères dérivés BODIPY présentant di�érentes fontions polymérisables ontété opolymérisés ave du styrène dans les onditions du proédé "one-pot" dérites dansle hapitre 2 (Tableau 2.18). Toutes es nanopartiules sont onstituées d'une ou-ronne hydrophile PEO-b-PAA et d'un ÷ur hydrophobe P(S-o-BODIPY) ontenant enmoyenne 3 BODIPY par haîne. Les résultats expérimentaux sont présentés dans le Ta-bleau 4.9.Les NPFs obtenues ont sensiblement le même diamètre (D ≈ 70 nm) et sont rela-tivement monodisperses (σ < 0,2). Toutes les onversions en styrène et en monomèresBODIPY atteignent des valeurs élevées, supérieures à 90 %. L'expériene menée en pré-sene de monomère BODIPY styrène a subi une évaporation en styrène de 50 % (observépar RMN du 1H). À la �n de la polymérisation, seuls 6 % de styrène n'ont pas réagi,la onversion a été modi�ée en onséquene. Cela explique le fait que ette expérieneprésente des masses molaires théoriques et expérimentales inférieures à elles des autres.Les monomères BODIPY sont tous bien inorporés aux haînes polymères omme lemontre la détetion UV-vis. de la CES (Figure 4.15). Dans l'ensemble, les indies depolymoléularité des haînes de opolymères sont bons (< 1,5) et les hromatogrammesmonomodaux.Ces quatre nouveaux monomères BODIPY à di�érentes fontions polymérisables sontdon ompatibles ave une polymérisation radialaire ontr�lée RAFT en miniémulsion.Des inétiques de polymérisation en présene de es di�érents monomères ont été étudiéesa�n de déterminer leur répartition au sein des haînes polymères.
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Tableau 4.9 � Résultats expérimentaux des synthèses de NPFs à ÷urs BODIPY présentantdi�érentes fontions polymérisables. Les synthèses sont réalisées dans les onditions du sys-tème optimisé "one-pot" (Tableau 2.18) en présene de maro-agent RAFT PEO-b-PAA-TTC([M℄0/[RAFT℄0 = 160, [RAFT℄0/[AIBN℄0 = 3, [M℄0 = 1,3 mol/Leau, [BODIPY℄0 = [M℄0× 0,02)et arrêtées après 4h.Exp BODIPYa nbBODIPY χc

S χdBODIPY Mn th MPSn CES IP Dz (σ)% % kg/mol kg/mol nmCG144B MAφ 3,0 99 98 16,4 21,0 1,25 65 (0,08)CG19D Aφ 2,9 95 95 16,1 16,1 1,50 60 (0,13)CG21D MAEt 3,2 100 98 17,3 19,0 1,40 85 (0,21)CG30D AEt 3,2 99 95 15,3 16,8 1,26 90 (0,05)CG32D S 3,1 94e 92 12,6 13,9 1,46 75 (0,20)
a Fontion polymérisable portée par le monomère BODIPY. b Nombre moyen de monomèresBODIPY par haîne polymère. c Conversion molaire en styrène déterminée par gravimétrie etorrigée de la perte en styrène due à l'étape de soniation. d Conversion molaire en monomèreBODIPY déterminée par CES en utilisant une détetion UV-vis. (λ = 528 nm). e Cetteexpériene présente une perte de styrène de 50% par évaporation ertainement due à l'étape desoniation.

Figure 4.15 � Chromatogrammes d'exlusion stérique dans le THF pour les polymères issus desNPFs à ÷ur BODIPY présentant di�érentes fontions polymérisables (détetion UV-vis. λ =528 nm) : BDPMA (-), arylate de phényle (-), métharylate d'éthyle (-), arylate d'éthyle (-)et styrène (-).



138 4. Modi�ation du ÷ur �uoresent4.3.4 Détermination de la répartition des monomères BODIPYle long des haînes polymèresMéthodes de détermination des rapports de réativité en opolymérisationradialaireLa répartition des monomères BODIPY dans les haînes de P(S-o-BODIPY) peutêtre déterminée à l'aide des équations de omposition. Pour ela, il faut s'intéresser àla inétique de la réation de opolymérisation. À partir des di�érentes voies possiblesde opolymérisation dérites par le modèle terminal (équations 4.2-4.4), la vitesse dedisparition des monomères A et B est donnée par :
− d[A]

dt
= kAA[A

•][A] + kBA[B
•][A] (4.5)

−d[B]

dt
= kBB[B

•][B] + kAB[A
•][B] (4.6)
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)
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d[A]

d[B]
=

[A]

[B]
× kAA[A

•] + kBA[B
•]

kAB[A•] + kBB[B•]
(4.7)En faisant l'hypothèse d'un état quasi-stationnaire pour haune des deux espèesradialaires, on obtient :

d[A•]

dt
=

d[B•]

dt
= 0 =⇒ kBA[B

•][A] = kAB[A
•][B] (4.8)Le rapport des vitesses de disparition des monomères A et B (d [A℄/d [B ℄) donne alorsla omposition instantanée du opolymère qui peut s'érire sous la forme :
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rB
[B]
[A]
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(4.9)L'exploitation de ette équation est failitée en introduisant les frations molairesinstantanées :� la omposition du mélange des monomères est donnée par :

fA = 1− fB =
[A]

[A] + [B]
(4.10)� et la omposition instantanée du opolymère par :

FA = 1− FB =
d[A]

d[A] + d[B]
=

rAf
2
A + fAfB

rAf 2
A + 2fAfB + rBf 2

B

(4.11)Pour un ouple de monomères A et B pour lesquels rA et rB sont onnus, le traé des"ourbes d'inorporation" ou diagrammes de Mayo-Lewis appelés "diagrammes arrés"(FA = f(fA)) permet de prédire la omposition du opolymère lors de sa formation (dansle as du modèle terminal ii).Nous avons voulu déterminer les rapports de réativité des ouples styrène et mono-mères BODIPY a�n de onnaître au mieux la omposition des opolymères formés. Cesvaleurs seront omparées ave la littérature pour des monomères lassiques.



4.3. Modi�ation de la fontion polymérisable 139Di�érentes méthodes existent pour déterminer les rapports de réativité. Elles onsistentgénéralement à linéariser l'équation de omposition à faible onversion. La plus anienne,la méthode de Mayo-Lewis [322℄, est peu utilisée ar l'inertitude sur les rapports de réa-tivité est grande. De la même manière, la méthode de Fineman-Ross [323℄, onduit à desinertitudes sur les rapports de réativité ar elle ne pondère pas les deux monomères dela même manière e qui risque de poser un problème dans notre as où un des monomèresest en très faible proportion. Nous avons don hoisi la méthode de Kelen et Tüdös quiutilise le même prinipe mais permet une orretion du biais introduit par la méthode deFineman-Ross. Le hangement de variable proposé est le suivant [324℄ :
η =

[

rA +
rB
α

]

ξ − rB
α

(4.12)Dans le as de opolymérisations à hautes onversions (> 10%), la méthode de Kelen-Tüdös étendue est plus appropriée [325℄, et les oe�ients de l'équation préédente sont :
η =

z(Y − 1)

α× z2 + Y
et ξ =

Y

α× z2 + Y
(4.13)ave :

z =
ln(1 − xA)

ln(1− xB)
(4.14)

Y =
[A]0 − [A]

[B]0 − [B]
(4.15)

α =
√

(Y/z2)min × (Y/z2)max (4.16)où : xA, xB onversions individuelles en monomères A et BY omposition du opolymère à la onversion x
α paramètre de normalisationEn pratique, pour un ouple monomères A/B, di�érentes synthèses sont réalisées àonentration variable en monomère B. Puis le traé de η = f(ξ) permet de déterminerles rapports de réativité.La méthode de Jaaks [326℄, dans laquelle la détermination des rapports de réativitéest simpli�ée en utilisant un exès d'un des deux monomères (A par exemple) par rapport àl'autre, peut être utilisée dans notre as. La propagation a alors presque exlusivement lieuentre un site atif A• (S•) et une unité monomère A (S) ou B (BODIPY). La propagationà partir du site atif B• est alors négligeable et on a :
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(4.18)L'équation de opolymérisation peut alors s'érire sous la forme :
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140 4. Modi�ation du ÷ur �uoresentLe rapport de réativité rA est ainsi déterminé en traçant ln([A]/[A]0) en fontion de
ln([B]/[B]0), pour une même polymérisation analysée à di�érents taux de onversions.Détermination des rapports de réativité du BDPMA opolymérisé ave lestyrèneNous avons utilisé les méthodes de Kelen-Tüdös étendue et de Jaaks pour déterminerles rapports de réativité du BDPMA et du styrène. Pour la méthode de Kelen-Tüdösétendue, quatre opolymérisations en masse du styrène ave des taux variables en BDPMAont été réalisées (0,9-2,6 mol %), en présene de maro-agent RAFT PEO-b-PAA-TTC.Toutes es opolymérisations sont arrêtées après 60-70 min (soit à 20 % de onversion enstyrène environ) et les onversions individuelles en monomères A et B déterminées (sty-rène : gravimétrie et BDPMA : CES détetion UV-vis.). Ensuite, le traé η = f(ξ) permetde déterminer le rapport de réativité du styrène vis-à-vis du BDPMA (Figure 4.16).On trouve : rS/BDPMA = 0,29 +

− 0,02. Le rapport de réativité du BDPMA vis-à-vis dustyrène ne peut pas être déterminé ave préision à ause des trop faibles pourentagesen BDPMA utilisés.

Figure 4.16 � Détermination expérimentale des rapports de réativité du styrène opolymériséau BDPMA. Gauhe : méthode de Kelen-Tüdös étendue, points expérimentaux (+) et ajustementpar l'équation 4.12 (· · · ) . Droite : méthode de Jaaks (synthèse réalisée à 1,9 mol % de BDPMA),points expérimentaux (+) et ajustement par l'équation 4.19 (· · · ).Pour la méthode de Jaaks, une seule inétique de polymérisation est néessaire. Nousl'avons appliquée à une opolymérisation du styrène ave le BDPMA en miniémulsion dansles onditions lassiques du proédé "one-pot" (Figure 4.16). Le rapport de réativitédu styrène vis-à-vis du BDPMA trouvé est de 0,32 +
− 0,02.Les deux rapports de réativité rS/BDPMA déterminés par la méthode de Jaaks et laméthode de Kelen-Tüdös sont similaires et du même ordre de grandeur que eux trouvésdans la littérature (Tableau 4.7). Ces valeurs semblent �ables dans la mesure où ellesont été déterminées par deux méthodes indépendantes.



4.3. Modi�ation de la fontion polymérisable 141Ces résultats montrent que le BDPMA a un omportement similaire au métharylatede phényle en terme de réativité vis-à-vis du styrène.Détermination du rapport de réativité du BODIPY à fontion arylate dephényle opolymérisé ave le styrèneLe rapport de réativité d'un arylate de phényle ave le styrène n'est pas onnu, bienque des rapports de réativité ave d'autres types de monomères à fontion arylate dephényle aient été reportés (f. 4.3.4). Le rS/BDPφA a don été déterminé par la méthode deKelen-Tüdös dans les mêmes onditions que pour le métharylate de phényle. On trouve :rS/BDPφA = 0,37 +
− 0,03 (Figure 4.17). Ce rapport de réativité est supérieur à elui duBDPMA mais du même ordre de grandeur. On peut don supposer une répartition desBODIPY à fontion arylate de phényle dans la haîne de opolymère similaire à elleobtenue ave le BDPMA.

Figure 4.17 � Détermination expérimentale des rapports de réativité du styrène opolymériséau BODIPY à fontion arylate de phényle. Méthode de Kelen-Tüdös étendue, points expéri-mentaux (+) et ajustement par l'équation 4.12 (· · · ).Répartition des monomères BODIPY dans les haînes de PEO-b-PAA-b-P(S-o-BODIPY)-TTCDi�érentes inétiques de opolymérisations du styrène ave les nouveaux monomèresBODIPY ont été étudiées. Pour haque synthèse, des prélèvements à intervalles régulierssont réalisés et les onversions molaires individuelles en styrène et monomère BODIPYsont alulées. Ainsi, il est possible de déterminer à haque instant la omposition moyennedu opolymère.Si les rapports de réativité du ouple styrène/BODIPY sont onnus, le traé de laomposition du mélange des monomères, de la omposition instantanée du opolymère, etde la omposition moyenne du opolymère formé en fontion de la onversion est possible.Ces ourbes permettent une représentation simple de l'inorporation des �uorophores aufur et à mesure de la polymérisation.



142 4. Modi�ation du ÷ur �uoresentAinsi, pour le BDPMA nous avons traé es ourbes en prenant omme rapport deréativité rS/BDPMA = 0,31, soit une moyenne des rS/BDPMA déterminés par les méthodesde Kelen-Tüdös étendue et de Jaaks. Le rapport de réativité rBDPMA/S a une très faiblein�uene sur la omposition du opolymère formé ar la onentration relative en BDPMApar rapport au styrène est très faible. Typiquement, pour un rS/BDPMA �xé et rBDPMA/Svariable de 0,2 à 1, la omposition du opolymère formé est quasiment identique. Nousavons don pris un rBDPMA/S de 0,50, i.e. elui orrespondant à la valeur donnée dans lalittérature pour rMAφ/S.

Figure 4.18 � Évolution de la omposition du mélange des monomères (-), de la ompositioninstantanée du opolymère (-) et de la omposition moyenne en opolymère théorique (-) etexpérimentale (+) en BDPMA en fontion de la onversion molaire globale (ave rS/BDPMA= 0,31 et rBDPMA/S = 0,5). Polymérisations en miniémulsion dans les onditions du proédé"one-pot" en présene de maro-agent RAFT PEO-b-PAA-TTC et à des pourentages molairesen BDPMA omparé au styrène de : 1,9 % (gauhe) et 2,7 % (droite).Quelle que soit la onentration en BDPMA utilisée, la omposition moyenne du o-polymère suit la prédition théorique (Figure 4.18). À l'aide du traé de es ourbes,il apparaît lairement qu'il existe un gradient de BDPMA le long de la haîne P(S-o-BDPMA). En e�et, la omposition instantanée du opolymère (FA) montre que elui-i,aux faibles onversions molaires globales, présente le plus fort pourentage de BDPMA.Ce pourentage diminue au fur et à mesure de la polymérisation pour à la �n tendre vers0, 'est à dire vers un opolymère onstitué quasi uniquement de styrène.Les mêmes traés ont été e�etués pour les opolymérisations du styrène ave les quatreautres monomères à di�érentes fontions polymérisables (Figure 4.19). Pour le BODIPYà fontion arylate de phényle, le rapport de réativité rBDPφA/S n'a pas pu être déterminépar la méthode de Kelen-Tüdös. Il a don arbitrairement été hoisi à 0,5 (et tout ommepour le BDPMA, e rapport n'in�ue quasiment pas sur la omposition du opolymèreformé à ause de la faible proportion en monomère BODIPY). Pour le BODIPY à fontionmétharylate d'éthyle, les points expérimentaux ne oïnidaient pas ave les rapports deréativités théoriques rapportés pour le monomère métharylate d'éthyle (Tableau 4.7).



4.3. Modi�ation de la fontion polymérisable 143Le rapport rS/BDPMAEt a alors été déterminé expérimentalement par la méthode de Kelen-Tüdös, mais seulement sur deux points. L'inertitude sur ette mesure est don grande. Ontrouve rS/BDPMAEt = 0,3. En utilisant ette valeur de rapport de réativité, la ompositionmoyenne du opolymère formé théorique oïnide ave l'expériene (Figure 4.19).

Figure 4.19 � Évolution de la omposition moyenne du opolymère en monomère BODIPY,théorique (-) et expérimentale (+), en fontion de la onversion molaire globale. Polymérisa-tions en miniémulsion dans les onditions du proédé "one-pot" en présene de maro-agentRAFT PEO-b-PAA-TTC et de di�érents monomères BODIPY : BDPMA (-, rS/BDPMA = 0,31,
rBDPMA/S = 0,5), arylate de phényle (-, rS/BDPφA = 0,37, rBDPφA/S = 0,5), métharylated'éthyle (-, rS/BDPMAEt = 0,3, rBDPMAEt/S = 0,5), arylate d'éthyle (-, rS/BDPAEt = 0,8,
rBDPAEt/S = 0,2) et styrène (-, rS/BDPS = rBDPS/S = 1).Hormis pour le BODIPY à fontion métharylate d'éthyle, les ompositions moyennesexpérimentales en monomères BODIPY des opolymères sont en adéquation ave e quipeut être prédit théoriquement en onsidérant les rapports de réativité de la littératurepour des monomères équivalents simples. Cela signi�e que le groupement BODIPY nemodi�e que très peu es valeurs de rapports de réativité.Deux atégories de monomères se distinguent lairement. La première, omprenantle BDPMA et les monomères BODIPY à fontion métharylate d'éthyle et arylate dephényle, orrespond à des monomères introduits très rapidement dans la haîne polymère.Pour es trois monomères, un gradient de BODIPY existe ertainement dans la haînede P(S-o-BODIPY). La seonde atégorie regroupe les BODIPY à fontions styrène etarylate d'éthyle. Ces deux monomères sont introduits ontinuellement dans la haîne deP(S-o-BODIPY). Les monomères BODIPY sont répartis de manière homogène au seinde es deux types de opolymères.Dans le as du BODIPY à fontion arylate d'éthyle, les rapports de réativité théo-riques sont de rS/AEt = 0,80 et rAEt/S = 0,20. Nous pourrions don penser qu'il y a unedérive de omposition de BODIPY vers la �n de la haîne de opolymère. Ce n'est pas leas ar les monomères ont une tendane à l'alternane et qu'il y a très peu de BODIPY(≈ 2 mol %). Lorsqu'un styrène est inorporé à la haîne de opolymère, il est alors pré-



144 4. Modi�ation du ÷ur �uoresentférentiellement suédé par un monomère BODIPY, onsommant rapidement e type demonomère.Des opolymères présentant des gradients de BODIPY et d'autres ayant une réparti-tion homogène de BODIPY ont été synthétisés. L'e�et de ette répartition sur les pro-priétés spetrosopiques des NPFs va à présent être étudié.4.3.5 Caratéristiques spetrosopiques des NPFsLes aratéristiques spetrosopiques des NPFs ayant di�érents BODIPY polyméri-sables au ÷ur ont été analysées et sont résumées dans le Tableau 4.10. Toutes lesNPFs avaient été synthétisées dans les mêmes onditions et ave des quantités de BO-DIPY similaires a�n de rendre leurs aratéristiques omparables (f. Tableau 4.9).Tableau 4.10 � Caratéristiques spetrosopiques des NPFs à ÷ur BODIPY possédant di�é-rentes fontions polymérisables, enregistrées dans l'eau.Exp fontiona nbBODIPY λabs λF ΦF τ c kr knrnm nm ns × 107 s−1 × 108 s−1CG144B MAφ 3,0 529 544 0,20 2,8 7,14 2,86CG19D Aφ 2,9 529 544 0,35 (+−0,03)d 3,6 9,72 1,81CG21D MAEt 3,2 528 542 0,28 (+−0,02)d 2,7 10,4 2,67CG30D AEt 3,2 528 544 0,23 (+−0,03)d 2,6 8,85 2,96CG32D S 3,1 527 542 0,34 (+−0,02)d 3,1 11,0 2,13
a Fontion polymérisable portée par le monomère BODIPY. b Nombre moyen de monomèresBODIPY par haîne de opolymère. c Durée de vie moyenne alulée à l'aide de l'équation 3.2(λexc = 495 nm, λF = 543 nm). d Valeur moyenne du rendement quantique mesurée sur deuxlots de NPFs similaires et, entre parenthèses, éart à la moyenne pour es deux expérienes.Les maxima d'absorption et d'émission de �uoresene des NPFs dans l'eau sont simi-laires entre eux et à eux des monomères orrespondants dans le toluène (Figure 4.20).Un léger déplaement bathohrome (4 nm) est observé sur les spetres d'émission de �uo-resene des NPFs omparativement aux spetres des monomères. Ce déplaement avaitdéjà été observé sur les NPFs à ÷ur BDPMA. Les rendements quantiques des nanopar-tiules sont ompris entre 20 et 35% et les durées de vie moyennes de �uoresene entre2,6 et 3,6 ns (Tableau 4.10).Deux types de omportements se distinguent. D'une part, les NPFs à ÷ur BODIPYstyrène ou arylate de phényle présentent les rendements quantiques de �uoresene lesplus élevés et les durées de vie de �uoresene les plus longues. Ce sont elles égalementqui ont les onstantes de vitesse non radiatives les plus faibles (≈ 2 × 107 s−1).



4.3. Modi�ation de la fontion polymérisable 145D'autre part, les NPFs à ÷ur BODIPY arylate d'éthyle ou BDPMA présentent lesrendements quantiques de �uoresene les plus faibles et des durées de vie de l'ordre de2,6-2,8 ns. Leurs onstantes de vitesse non radiatives sont les plus élevées (≈ 3× 107 s−1).Les NPFs à ÷ur BODIPY métharylate d'éthyle ont un omportement intermédiaire,ave un rendement quantique de �uoresene de 0,28 et une durée de vie de 2,7 ns. Ene qui onerne la onstante de vitesse non radiative, elle se rapprohe plus de elle duseond groupe de NPFs, les moins �uoresentes.

Figure 4.20 � Spetres enregistrés dans l'eau des NPFs à di�érents ÷ur BODIPY polyméri-sable : BDPMA (-), arylate de phényle (-), métharylate d'éthyle (-), arylate d'éthyle (-) etstyrène (-). Gauhe : spetres d'absorption (-) et d'émission de �uoresene (λexc = 495 nm,
· · · ). Droite : délins de �uoresene (λexc = 495 nm, λF = 543 nm) et impulsion laser.Préédemment, nous avons vu que les di�érents monomères BODIPY n'étaient pasrépartis de la même manière au ÷ur des NPFs. Les BODIPY styrène et arylate d'éthylesont répartis de manière homogène le long de la haîne polymère, alors que les BODIPYmétarylate d'éthyle, arylate d'éthyle et BDPMA sont répartis sous forme de gradients.Ces résultats ne oïnident malheureusement pas ave les observations spetrosopiques,exepté pour le BDPMA et le BODIPY styrène. Notre raisonnement ne tient ompte quedes agrégats de BODIPY intra-haîne et non inter-haîne. Il se peut que selon la géométriedu BODIPY monomère, les haînes n'adoptent pas la même onformation au ÷ur desNPFs. Il est don di�ile de trouver une orrélation entre la réativité des BODIPY etles propriétés spetrosopiques des NPFs.Néanmoins, en gardant la même struture de ÷ur du BODIPY et en hangeantseulement sa fontion polymérisable, il est possible de moduler l'e�aité de �uoresenedes NPFs. Les monomères BODIPY les plus simples à synthétiser sont eux à fontionsmétharylate de phényle et arylate de phényle. En passant du premier au seond, lerendement quantique de �uoresene et don la brillane des NPFs sont multipliés par1,5 (ǫ des monomères similaires). Ce seond BODIPY paraît don le plus prometteur enterme d'e�aité de synthèse et de �uoresene.



146 4. Modi�ation du ÷ur �uoresent4.4 Conlusion sur l'utilisation de di�érents monomèresau ÷ur des NPFsDans e hapitre, nous avons utilisé deux stratégies a�n de réduire les agrégats peuou pas �uoresents au ÷ur des NPFs.Dans un premier temps, nous avons utilisé des BODIPY dit enombrés, possédant desgroupements aromatiques en positions 3 et 5 des pyrroles. Selon la nature de l'aromatiqueintroduit, la opolymérisation ave le styrène est plus ou moins perturbée, ave un retardfortement marqué pour le BODIPY portant des naphtalènes. Il n'a pas été possible deonentrer es �uorophores au ÷ur des NPFs ar les synthèses des monomères présententde trop faibles rendements. En terme de spetrosopie, es BODIPY et leurs NPFs asso-iées émettent de 598 à 613 nm. Le BODIPY portant des groupements biphényles semblenéanmoins se dégrader dans le temps. Le omposé le plus prometteur semble don êtrele BODIPY présentant des groupements méthylnaphtalènes. Dans le futur, pour testerave plus de ertitudes l'e�et de BODIPY enombrés sur la formation d'agrégats, il fau-drait améliorer la synthèse de e monomère �uoresent a�n d'en inorporer des quantitésonséquentes (≈ 2 %) au ÷ur des NPFs.Des Aza-BODIPY ont également été inorporés ou opolymérisés au ÷ur des NPspolymères. Dans tous les as, es BODIPY retardent la polymérisation du styrène. Cete�et a été attribué au fait que les positions 2 et 6 sont libres sur les pyrroles, positionsonnues pour pouvoir réagir de manière radialaire.Il n'est don pas possible de opolymériser n'importe quel dérivé BODIPY ave lestyrène a�n d'élaborer des NPFs. La nature du BODIPY joue un r�le déterminant dansle suès des opolymérisations et doit don être hoisie ave attention.En�n, la nature de la fontion polymérisable portée par des krypto-BODIPY a étémodi�ée a�n d'en moduler la réativité lors d'une opolymérisation radialaire ave lestyrène. Quatre nouveaux BODIPY ont ainsi pu être opolymérisés au styrène a�n deréaliser des NPFs. Ces BODIPY présentant des réativités di�érentes vis-à-vis du sty-rène, leur répartition de long de la haîne P(S-o-BODIPY) varie de l'un à l'autre. Deuxtypes de répartitions de monomères BODIPY ont été obtenus : une dérive le long de lahaîne de opolymère ou une répartition homogène. Des études spetrosopiques ont étéréalisées sur es NPFs mais il est di�ile de dégager une orrélation entre la répartitiondes BODIPY et l'e�aité de �uoresene des NPFs (et don la formation d'agrégatspeu ou pas �uoresents). Seuls le BDPMA, le plus réatif et donnant les moindres ren-dements quantiques de �uoresene de NPFs, et le BODIPY styrène, le mieux répartisdans la haîne de opolymère et ayant un des meilleurs rendements quantiques de �uores-ene des NPFs, ont eu un omportement attendu. Néanmoins, le BODIPY analogue duBDPMA mais portant une fontion arylate de phényle présente les meilleurs rendementsquantiques et durées de vie de �uoresene et est simple à synthétiser. Il semble don être



4.4. Conlusion 147le BODIPY le plus prometteur.Dans le hapitre suivant, nous modi�erons la nature de la ouronne hydrophile desNPFs, tout en gardant au ÷ur le BDPMA, BODIPY servant de référene dans touteette étude.



148 4. Modi�ation du ÷ur �uoresent



Chapitre 5 : Modi�ation de la ouronne hydro-phile des NPFsLes partiules présentées dans les hapitres préédents sont toutes onstituées d'uneouronne à base de PEO45-b-PAA≈10. L'intérêt de ette ouronne doublement hydrophileest que, d'une part, elle peut permettre une post-fontionnalisation des partiules parun ouplage peptidique entre les aides arboxyliques et une amine, et que, d'autre part,elle permet éventuellement l'utilisation des NPFs en milieu biologique grâe au PEO.Dans e système, la partie PAA est située entre le PEO et le ÷ur de P(S-o-BDPMA)des NPFs. Lors de la réalisation de marqueurs �uoresents, il peut être intéressant defontionnaliser la surfae des NPFs ave des moléules ibles en biologie, reonnaissantun site h�te spéi�que. Dans le as des ouronnes de type PEO-b-PAA, le blo de PEOsitué à l'extrémité de la ouronne peut éventuellement rendre inaessibles les moléulesgre�ées.C'est ainsi que nous avons hoisi de développer trois nouveaux types de ouronneshydrophiles, toutes à base d'aide arylique et de PEO, mais dont les arhitetures sontdi�érentes :� à base d'aide arylique pur, a�n de rendre aessibles toutes les moléules gre�ées ;� à base d'arylate de poly(oxyde d'éthylène) (APEO - Mn = 454 g/mol, 7-8 unitésd'EO par monomère) pur, sahant qu'une fontion aide se trouve à l'extrémité dehaque haîne de PAPEO (portée par le TTCA). Ainsi, la fontion aide arboxy-lique est située en extrémité de la ouronne ;� à base d'aide arylique opolymérisé à de l'APEO, a�n d'avoir une répartitionhomogène des aides à la surfae des partiules et une ertaine furtivité grâe auxgroupements APEO.Dans e hapitre, la synthèse de es trois types de maro-agents RAFT sera abor-dée, ainsi que leur utilisation dans la synthèse de NPFs en miniémulsion RAFT. Lesaratéristiques désirées pour es nouvelles NPs sont les mêmes que dans les hapitrespréédents, à savoir un diamètre hydrodynamique inférieur à 100 nm et un bon ontr�lede la polymérisation. Une fois les onditions des di�érentes synthèses optimisées, les pro-priétés spetrosopiques et de surfae des NPFs obtenues seront omparées. En�n, destests préliminaires d'inubation de ellules anéreuses ave es di�érentes NPFs serontprésentés. 149



150 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFs5.1 Couronnes à base de PAA5.1.1 Synthèse des maro-agents RAFT à base de PAADans un premier temps, nous avons voulu obtenir des maro-agents RAFT onstituésd'homopolymères d'aide arylique. Ces polymères sont synthétisés par une polymérisa-tion RAFT en milieu homogène dans le dioxane en présene de l'agent de transfert TTCA18 et d'aide arylique non puri�é (Shème 5.1). La polymérisation est réalisée à 75�Cet amorée par l'ACPA.
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C11H23PSfrag replaements 18Shème 5.1 � Synthèse des maro-agents RAFT PAA-TTC.Un suivi inétique de l'homopolymérisation de l'AA a tout d'abord été réalisé a�nde pouvoir par la suite synthétiser des maro-agents RAFT ayant le nombre d'unitésAA désirés (Figure 5.1). La polymérisation atteint 70 % en 5h et un temps de retardd'environ 70 min est observé.Une analyse par CES des di�érents prélèvements réalisés lors du suivi inétique per-met de on�rmer le ontr�le de la polymérisation (Figure 5.1) : l'évolution des massesmolaires moyennes en nombre expérimentales suit elle des masses molaires moyennes ennombre théoriques ; et les indies de polymoléularité sont toujours inférieurs à 1,2.

Figure 5.1 � Cinétique d'homopolymérisation de l'AA ([M℄0/[TTCA℄0 = 100, �). Synthèseréalisée dans le dioxane à 75�C, ave [AA℄ = 2,06 M et un rapport [TTCA℄0/[ACPA℄0 = 15.Gauhe : évolution de la onversion molaire en aide arylique déterminée par RMN du 1H dansle CDCl3 en fontion du temps. Droite : évolution des masses molaires moyennes en nombredéterminées par CES (�) et théoriques (· · · ) et des indies de polymoléularité (N) en fontionde la onversion molaire en aide arylique.



5.1. Couronnes à base de PAA 151Deux maro-agents ayant deux longueurs de blos d'AA di�érentes ont été synthétisés(Tableau 5.1). Chaun des maro-agents RAFT présente une masse molaire moyenneen nombre théorique et expérimentale similaire et un indie de polymoléularité faible (≈1,1-1,2).En revanhe, le nombre d'unités AA présent dans haque homopolymère est très dif-férent. Le premier maro-agent RAFT possède en moyenne 3 unités d'AA seulement. Cenombre d'unités AA a été hoisi a�n d'obtenir des systèmes très similaires à eux déve-loppés par Hawkett et oll. (maro-agents RAFT PAA5-b-PS20-TTC-C4) [273℄, pour lapolymérisation du styrène en miniémulsion. De plus, si les aides arboxyliques présentsen surfae sont aessibles, des moléules gre�ées seraient alors loalisées très près de lasurfae hydrophobe des partiules. Le seond maro-agent RAFT possède quant à lui enmoyenne 35 unités d'AA et une Mn de 2,9 kg/mol. Cette masse molaire est très similaireà elle des maro-agents RAFT PEO-b-PAA≈10-TTC utilisés préédemment (Mn ≈ 3,1kg/mol).Tableau 5.1 � Conditions et résultats expérimentaux des synthèses de maro-agents RAFTPAAx-TTC. Synthèses réalisées dans le dioxane à 75�C, amorées par l'ACPA, ave [AA℄0 =2,06 mol/Ldiox. et un rapport [TTCA℄0/[ACPA℄0 = 15.Exp [AA℄0/[TTCA℄0 t χaAA nbAA Mn th MPSn SEC IPmin % kg/mol kg/molCG125C 8 135 39 3 0,58 0,62 1,19CG85C 80 130 46 35 2,9 3,4 1,13
a Moyenne des onversions en AA déterminées par RMN du 1H dans le CDCl3 et pargravimétrie. b Nombre moyen d'unités AA dans le maro-agent RAFT formé.Les maro-agents RAFT sont puri�és par deux préipitations dans le n-pentane puisséhés sous vide en hau�ant à environ 50�C pendant deux jours. Des poudres jaunes sontobtenues.Deux maro-agents RAFT linéaires, ayant des blos hydrophiles de masses molairestrès di�érentes et ayant de faibles IP ont été synthétisés. Ils peuvent à présent être employésdans la polymérisation en miniémulsion du styrène.5.1.2 Utilisation des maro-agents RAFT PAA-TTC pour la po-lymérisation en miniémulsion du styrèneMaro-agents RAFT PAA3-TTCLe maro-agent RAFT PAA3-TTC est soluble dans le styrène. Il est don possible deproéder à une polymérisation par le proédé "one-pot", 'est-à-dire en proédant à une



152 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFsétape de polymérisation en masse en présene de styrène et de maro-agent RAFT PAA3-TTC, puis à une étape d'inversion de phase a�n d'obtenir des gouttelettes de styrènestabilisées par des maro-agents RAFT PAA3-b-PSx-TTC. Les onditions expérimentalessont les mêmes que elles évoquées dans le Tableau 2.18, seul le rapport [S℄0/[RAFT℄0est modi�é, tout en gardant onstante la onentration molaire en styrène.Deux polymérisations du styrène en miniémulsion ont été réalisées en présene de emaro-agent RAFT (Tableau 5.2).Tableau 5.2 � Conditions et résultats expérimentaux des polymérisations en miniémulsion dustyrène réalisées dans les onditions "one-pot" à 80�C en présene de maro-agent RAFT PAA3-TTC, arrêtées après 4h ([S℄0 = 1,3 mol/Leau, [RAFT℄0/[AIBN℄0 = 3, [OH−℄/[AA℄ = 1,3, pH >12).Exp [S℄0 ta0 χbS, 0 DPPS,c
n χbS, f Mn th MPSn SEC IP Dz (σ)[TTCA℄0 min % % kg/mol kg/mol nmCG129C 200 90 20 15 100 14,0 16,3 1,36 95 (0,10)CG133C 285 70 5 11 100 23,4 27,5 1,62 90 (0,08)

a Durée de la polymérisation en masse. b Conversions molaires en styrène déterminées pargravimétrie et orrigées de la perte en styrène par évaporation. c Degré de polymérisationmoyen en nombre du blo PS à l'issue de la polymérisation en masse.La première expériene (CG129C) a été réalisée dans des onditions très similaires àelles utilisées lors des synthèses en présene de maro-agent RAFT PEO-b-PAA-TTC. Àl'issue de la polymérisation en masse, le blo hydrophobe présente 15 unités styrène. Unesuspension blanhe, très laiteuse, est obtenue après l'ajout d'eau et l'étape de soniation.À la �n de la polymérisation en miniémulsion, le styrène atteint 100 % de onversion(onversion orrigée de la perte en styrène due à l'étape de soniation) (Tableau 5.2).Le hromatogramme d'exlusion stérique au temps �nal montre un pi relativement �n(IP = 1,36) et symétrique orrespondant aux opolymères formés (Figure 5.2). Il n'y apas de maro-agent RAFT résiduel, traduisant un bon réamorçage de e dernier et uneloalisation du groupement TTC ertainement dans la même phase que le styrène toutau long de la polymérisation.L'analyse du diamètre des partiules par DDL montre des objets de 90 nm environ,assez monodisperses. En revanhe, les lihés de MET montrent des objets sphériquesmais assez polydisperses, omparativement aux NPs obtenues ave le système optimisé àbase de maro-agents RAFT PEO-b-PAA. De plus, quelques rares très grosses partiulessphériques sont observées (D ≈ 1 µm).Hawkett et oll. ont travaillé sur la polymérisation en miniémulsion du styrène enprésene de maro-agent RAFT très similaire PAA5-b-PS20-TTC-C4, à environ 10 % detaux de solide [273℄. Pour un rapport [S℄0/[RAFT℄0 de 56, les partiules obtenues mesurent



5.1. Couronnes à base de PAA 153

Figure 5.2 � Polymérisations en miniémulsion du styrène par le proédé "one-pot" en présene demaro-agent RAFT PAA3-TTC en utilisant des rapports [S℄0/[RAFT℄0 = 200 (CG129C, gauhe)ou = 285 (CG133C, droite), en formant un opolymère amphiphile PAA3-b-PS15 (gauhe) ouPAA3-b-PS11 (droite) à l'issue de la première étape de polymérisation en masse. Haut : hromato-grammes d'exlusion stérique dans le THF des expérienes à la �n de la polymérisation en masseet à la �n de la polymérisation en miniémulsion, ainsi que du maro-agent RAFT PAA3-TTC.Bas : lihés de MET des NPs, barres d'éhelle : 500 nm.



154 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFs105 nm de diamètre et l'IP est de 1,19. Alors que pour des rapports de 278 et 561, lespartiules mesurent respetivement 65 et 73 nm de diamètre et les IP sont de 2,19 et2,09. L'augmentation de l'IP ave le rapport [S℄0/[RAFT℄0 est due à la diminution dela onentration en maro-agent RAFT dans le milieu. L'augmentation du diamètre desNPs lorsque le rapport [S℄0/[RAFT℄0 diminue est moins intuitif et a été attribué, dans destravaux ultérieurs de la même équipe, à la trop forte onentration en maro-agent RAFTdans le milieu, permettant alors la formation d'agrégats en phase aqueuse [275℄. Aux plusforts rapports [S℄0/[RAFT℄0, les lihés de MET montrent des partiules sphériques etmonodisperses.En nous basant sur es travaux, nous avons alors hoisi d'augmenter légèrement lerapport [S℄0/[RAFT℄0, initialement de 200, à 285 (exp CG133C, Tableau 5.2), a�nd'obtenir des NPs plus homogènes en taille. À l'issue de la polymérisation en masse, leblo PS présente 11 unités. L'inversion de phase est réalisée. À l'issue de la polymérisationen miniémulsion, la onversion en styrène est de 100 %. Le hromatogramme d'exlusionstérique (Figure 5.2) montre un déplaement des pis vers les plus fortes masses molaireslorsque la onversion augmente. Pour e opolymère à blos, l'indie de polymoléularitéest supérieur à elui de l'expériene préédente et vaut 1,62. Les partiules ont sensible-ment le même diamètre et présentent la même polydispersité, que e soit en DDL ou enMET. Augmenter le rapport [S℄0/[RAFT℄0 n'aura pas permis d'améliorer la distributionen taille des NPs et, au ontraire, amène à un moins bon ontr�le de la polymérisation dustyrène. Il n'aura don pas été possible d'obtenir des résultats similaires à Hawkett et oll.[273℄, pour la polymérisation en miniémulsion du styrène, en présene de maro-agentsRAFT PAA5-b-PS20-TTC-C4, en terme d'homogénéité de diamètres de NPs.Le ontr�le de la polymérisation du styrène en miniémulsion par le proédé "one-pot"est possible en présene de maro-agents RAFT ourt PAA3-TTC en utilisant un rapport[S℄0/[RAFT℄0 = 200. En revanhe, il n'a pas été possible de synthétiser des NPs à ouronnePAA3 et à ÷ur PS présentant des ritères satisfaisant en terme d'homogénéité de tailledes NPs. Auune NP �uoresente n'a don été synthétisée dans es onditions.Dans la suite, un maro-agent RAFT présentant une masse molaire de blo hydrophileplus grande a été utilisé. Il devrait ainsi permettre la formation de NPs d'un plus petitdiamètre.Maro-agents RAFT PAA35-TTCDes maro-agents RAFT PAA35-TTC ont été employés pour la polymérisation en mi-niémulsion du styrène. Ceux-i présentent une masse molaire moyenne en nombre de 2,9kg/mol, e qui est très similaire aux maro-agents RAFT PEO-b-PAA≈10-TTC utiliséspréédemment (Mn ≈ 3,1 kg/mol). De part ette plus forte masse molaire de blo hydro-phile, es maro-agents RAFT devraient a priori assurer une meilleure stabilité olloïdale



5.1. Couronnes à base de PAA 155aux NPs que les maro-agents RAFT PAA3-TTC.Luo, Zhu et oll. ont utilisé des maro-agents RAFT similaires de type PAA27-b-PS5-TTC-C12 pour la polymérisation en émulsion du styrène [327℄.La transposition du proédé "one-pot" à une polymérisation en présene de maro-agents RAFT PAA35-TTC n'est pas aussi triviale que pour les maro-agents RAFT PAA3-TTC. En e�et, eux-i ne sont pas solubles dans le styrène, même sous leur forme protonée.Il n'est don pas possible de proéder à une synthèse en miniémulsion "one-pot". A�nd'augmenter le aratère tensioatif des maro-agents RAFT, un blo hydrophobe de PSleur a été ajouté avant toute utilisation en miniémulsion. Cette extension est réalisée enpolymérisant le styrène dans le dioxane à 80�C en présene de maro-agent RAFT PAA35-TTC. Deux opolymères amphiphiles ont ainsi été synthétisés, l'un de 19 unités styrène,l'autre de 35 unités. Ces opolymères sont solubles dans le styrène. La synthèse des NPsest alors réalisée dans un proédé en deux étapes, similaires à elui évoqué �2.3.3 : il s'agitde dissoudre le maro-agent RAFT PAA35-b-PSx-TTC dans une solution de styrène etd'AIBN, puis d'ajouter l'eau basique ([OH−℄/[AA℄ = 1,3 omme dans le proédé "one-pot") et de soniquer le mélange. La dispersion est alors dégazée puis plaée dans un bainthermostaté à 80�C a�n de proéder à la polymérisation en miniémulsion.Trois polymérisations du styrène en miniémulsion ont ainsi été réalisées en présenede l'un ou l'autre de es opolymères amphiphiles (Tableau 5.3).Tableau 5.3 � Conditions et résultats expérimentaux polymérisations en miniémulsion du sty-rène à 80�C en présene de maro-agent RAFT PAA35-b-PSx-TTC, arrêtées après 6h ([S℄0 ≈ 1mol/Ltot., [RAFT℄0/[AIBN℄0 = 3, [OH−℄/[AA℄ = 1,3, pH > 12).Exp DPPSa
n [S℄0 χS, f Mn th MPSn SEC IP Dzx [RAFT℄0 % kg/mol kg/mol nmCG94C 19 165 90 20,4 27,8 1,84 65 (0,06)CG118C 19 600 24 20,1 28,9 2,10 70bCG148C 35 175 43 18,9 22,7 2,04 150 (0,11)

a Degré de polymérisation moyen en nombre du blo PS du maro-agent RAFTPAA35-b-PSx-TTC. b Diamètres hydrodynamiques pour des éhantillons �ltrés sur 450 µm.La première polymérisation en miniémulsion en présene de maro-agents RAFTPAA35-b-PS19-TTC a été réalisée ave un rapport [S℄0/[RAFT℄0 = 165. À l'issue de lapolymérisation en miniémulsion, la onversion en styrène déterminée par gravimétrie estde 90 %. Cette onversion n'est pas orrigée de la perte en styrène due à l'étape de sonia-tion, puisque bien supérieure aux 70-75 % habituellement renontrés. Le hromatogrammed'exlusion stérique (Figure 5.3) présente un pi prinipal relativement �n. Néanmoins,un épaulement aux plus forts volumes de rétention est observable, orrespondant ertai-



156 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFsnement à une population de polymère dont la polymérisation n'est pas ontr�lée. De plus,un épaulement est visible au volume de rétention orrespondant au maro-agent RAFTPAA35-b-PS19-TTC. Le réamorçage de e dernier n'est don ertainement pas totalemente�ae.La mesure par DDL montre des objets monodisperses de 65 nm de diamètre (Ta-bleau 5.3). Ces diamètres et l'homogénéité des NPs sont on�rmées par les lihés deMET (Figure 5.3). Ces lihés montrent par ailleurs que les objets ont une morphologiesphérique. Des NPs plus petites qu'en présene de maro-agent RAFT PAA3-b-PS15-TTCont don pu être obtenues. Cei est ertainement dû à une meilleure stabilité életrosta-tique et stérique o�erte par e maro-agent RAFT d'une masse molaire de blo hydrophileplus de 10 fois supérieure. Néanmoins, le réamorçage de e maro-agent RAFT est moinsbon.La même expériene a été réalisée en utilisant ette fois-i un rapport [S℄0/[RAFT℄0 =600 a�n de voir l'impat sur le diamètre des objets et le ontr�le de la polymérisation. Àl'issue de la polymérisation en miniémulsion, la onversion en styrène est faible, de 24 %seulement (non orrigée). Le hromatogramme d'exlusion stérique (Figure 5.3) présenteun pi asymétrique ayant un épaulement vers le maro-agent RAFT PAA35-b-PS19-TTC(IP > 2). Tout omme dans l'expériene préédente, le maro-agent RAFT ne semble pastotalement réamorer la polymérisation.Les partiules obtenues sont bien plus polydisperses que dans le as préédent etil est néessaire de les �ltrer avant toute analyse de DDL a�n que les objets de plusgrand diamètre et plus di�usants ne perturbent pas l'analyse. La majorité des NPs �ltréesmesurent alors environ 70 nm de diamètre. Le lihé de MET (Figure 5.3) présente despartiules sphériques mais polydisperses.Il n'a don pas été possible d'améliorer les aratéristiques olloïdales des NPs stabili-sées par des maro-agents RAFT PAA35-b-PS19-TTC en augmentant le rapport [S℄0/[RAFT℄0.Étant donné les problèmes de réamorçage renontrés ave le maro-agent RAFTPAA35-b-PS19-TTC, un seond maro-agent RAFT ayant un blo PS plus grand a alorsété synthétisé (PAA35-b-PS35-TTC). Cela devrait permettre un meilleur anrage des opo-lymères amphiphiles à l'interfae des gouttelettes de styrène et ainsi permettre un meilleurontr�le de la polymérisation.La polymérisation en miniémulsion est réalisée dans les mêmes onditions que préé-demment en utilisant un rapport [S℄0/[RAFT℄0 = 175. Ce rapport avait permis l'obtentionde NPs monodisperses. Après 6h, la onversion en styrène n'est que de 43 % (non or-rigée). Le hromatogramme d'exlusion stérique montre un pi relativement symétrique,mais présentant un indie de polymoléularité élevé (=2). Il ne semble pas ette fois-i yavoir de résidus de maro-agent RAFT. Le groupement TTC de e maro-agent RAFTétant attahé à une haîne PS de plus forte masse molaire, e dernier est peut-être mieux



5.1. Couronnes à base de PAA 157

Figure 5.3 � Polymérisations en miniémulsion en présene de maro-agent RAFT PAA35-b-PS19-TTC, en utilisant un rapport [S℄0/[RAFT℄0 = 165 (gauhe, CG94C) ou = 600 (droite,CG118C). Haut : hromatogrammes d'exlusion stérique dans le THF des expérienes à la �n dela polymérisation en miniémulsion ainsi que du maro-agent RAFT. Bas : lihés de MET desNPs, barres d'éhelle : 500 nm.



158 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFsanré à la surfae des NPs que dans les as préédents.En revanhe, les partiules obtenues mesurent plus de 100 nm de diamètre, e qui n'estpas intéressant d'un point de vue appliation des objets en biologie. Elles n'ont pas étéanalysées par MET à ause de leur forte taille et de la faible onversion en styrène.

Figure 5.4 � Chromatogramme d'exlusion stérique dans le THF de opolymères PAA35-b-PSsynthétisés à partir de maro-agents RAFT PAA35-b-PS35 par une polymérisation RAFT enminiémulsion (exp CG148C).La polymérisation en miniémulsion du styrène en présene de maro-agent RAFTPAA35-b-PSx-TTC est possible. En revanhe, il n'a pas été possible de trouver un systèmesatisfaisant que e soit en terme de taille et monodispersité des objets, tout en ayant unbon ontr�le de la polymérisation.Deux types de NPs à ouronnes PAA3 ou PAA35 ont été synthétisées. Dans le premieras, le ontr�le de la polymérisation est bon mais les NPs obtenues sont assez polydis-perses. Dans le seond as, des NPs monodisperses ont pu être obtenues mais le ontr�lede la polymérisation et le réamorçage des maro-agents RAFT est médiore. Il n'a donpas été envisagé de synthétiser des NPs �uoresentes en présene de maro-agents RAFTde type PAAx-TTC.5.2 Couronnes à base de PAPEOIl existe peu d'exemples dans la littérature de opolymères à blo de type PAPEO-b-PS. On peut relever la synthèse de e type de opolymères par polymérisation radialaireontr�lée par les nitroxides en milieu homogène [328℄ ou par une méthode RAFT enémulsion [219, 285℄. Réaliser la synthèse de e type de opolymère par une méthode enminiémulsion est don une nouveauté en terme de himie des polymères.Nous verrons ainsi la synthèse d'un maro-agent RAFT de type PAPEO-TTC enmilieu homogène, puis son utilisation pour la synthèse de NPs ÷ur ouronne de typePAPEO/PS par une polymérisation RAFT en miniémulsion.



5.2. Couronnes à base de PAPEO 159Synthèse d'un maro-agent RAFT PAPEO-TTCLa synthèse d'homopolymères de type PAPEO par polymérisation radialaire ontr�-lée a été rapportée en présene d'agents de transfert de type dithiobenozates [329℄ outrithioarbonates [219, 285℄ dans des solvants organiques.Un maro-agent RAFT à base de poly(arylate de PEO) a été synthétisé à partir del'agent RAFT moléulaire TTCA 18 dans le dioxane à 75�C (Shème 5.2). Les onditionsde la synthèse sont résumées dans le Tableau 5.4. Auun suivi inétique d'homopoly-mérisation n'a été réalisé pour e maro-agent RAFT, mais la onversion est suivie insitu durant la polymérisation. La polymérisation est plus rapide que dans le as d'unehomopolymérisation de l'aide arylique réalisée dans les mêmes onditions. Ce phéno-mène a déjà été rapporté et a été attribué à la présene d'une moins forte onentrationen inhibiteurs de polymérisation dans l'APEO que dans l'AA [219℄.
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Shème 5.2 � Synthèse du maro-agent RAFT PAPEO-TTC.La polymérisation est arrêtée après 2h20, soit à 91 % de onversion. Le polymère estpuri�é par deux préipitations dans le n-pentane puis séhé sous vide en hau�ant à 50�Cpendant deux jours et l'absene de monomère et solvant résiduels véri�ée par RMN du

1H. Un liquide légèrement visqueux et jaune est obtenu. Le maro-agent RAFT obtenuprésente en moyenne 11 unités d'arylate de PEO et a une masse molaire de 5,4 kg/mol.Les masses molaires moyennes en nombre expérimentales et théoriques sont identiques,bien que la alibration onventionnelle utilisée en CES soit de type PS, et l'indie depolymoléularité faible (1,17).Ce maro-agent RAFT de masse molaire ontr�lée et puri�é peut don être employépour la synthèse de NPs en miniémulsion.5.2.1 Utilisation du maro-agent RAFT PAPEO11-TTC dans unepolymérisation en miniémulsionLe maro-agent RAFT PAPEO11-TTC est soluble dans le styrène, il peut don êtreemployé dans un proédé "one-pot" de polymérisation du styrène en miniémulsion. Troissynthèses ont été réalisées, toutes ayant un rapport [M℄0/[RAFT℄0 = 200.Pour la première synthèse, la polymérisation en masse est arrêtée après 1h30 et laonversion du styrène est de 26 % après émulsi�ation. Le blo hydrophobe de PS om-



160 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFsTableau 5.4 � Conditions et résultats expérimentaux des synthèses du maro-agent RAFTPAPEO11-TTC. Synthèse réalisée dans le dioxane à 75�C, amorées par l'ACPA, ave [APEO℄0= 2,06 mol/Ldiox. et un rapport [TTCA℄0/[ACPA℄0 = 15.Exp [APEO℄0/[TTCA℄0 t χaAPEO nbAPEO Mn th MPSn SEC IPmin % kg/mol kg/molCG159C 12 140 91 11 5,4 5,4 1,17
a Conversion en APEO déterminée par RMN du 1H dans le CDCl3 (�7.1.3). b Nombre moyend'unités APEO dans le maro-agent RAFT formé.prend alors 40 unités. L'inversion de phase est réalisée en ajoutant à la phase organique del'eau légèrement basique ([OH−℄/[RAFT℄ = 1,3) a�n de pouvoir déprotoner l'unité aideprésente à l'extrémité de la haîne du maro-agent RAFT.Tableau 5.5 � Conditions et résultats expérimentaux des polymérisations en miniémulsiondu styrène (o-BDPMA) réalisées dans les onditions "one-pot" à 80�C en présene de maro-agent RAFT PAPEO11-TTC, arrêtées après 4h ([M℄0 = 1,3 mol/Leau, [M℄0/[RAFT℄0 = 200,[RAFT℄0/[AIBN℄0 = 3, [OH−℄/[RAFT℄ = 1,3, pH > 12).Exp naBDPMA tb0 DPPS,c

n χdS,f χeBDPMA,f Mn th MPSn CES IP Dz (σ)min % % kg/mol kg/mol nmCG162C 0 90 40 97 - 20,6 21,5 1,29 95 (0,03)CG166C 0 150 65 75 - 17,0 15,7 1,37 90 (0,10)CG172C 1,3 150 51 84 98 19,4 18,3 1,43 110 (0,18)
a Nombre moyen d'unités BDPMA par haîne polymère. b Durée de la polymérisation enmasse. c Degré de polymérisation moyen en nombre du blo PS à l'issue de la polymérisation enmasse. d Conversion molaire en styrène à la �n de la polymérisation en miniémulsion (f )déterminée par gravimétrie et orrigée de la perte de 25 % de styrène due à l'étape desoniation. e Conversion molaire en BDPMA déterminée par CES en utilisant la détetionUV-vis. (λ = 528 nm).À l'issue de la polymérisation en miniémulsion, la onversion en styrène est élevée(97 %). Le hromatogramme d'exlusion stérique (Figure 5.5) présente un pi �n (IP= 1,29), déplaé vers les plus fortes masses molaires. Une légère traînée est observée auniveau du maro-agent RAFT PAPEO11-TTC, ertainement due à un réamorçage nontotal de elui-i. Les masses molaires moyennes en nombre expérimentales et théoriquessont très prohes. Le ontr�le de la polymérisation du styrène en miniémulsion en présenede maro-agent RAFT PAPEO11-TTC est don possible dans es onditions.L'analyse par DDL montre des objets monodisperses ave un diamètre légèrement in-férieur à 100 nm (Tableau 5.5). Le diamètre et l'homogénéité des NPs sont on�rmés par



5.2. Couronnes à base de PAPEO 161les lihés de MET (Figure 5.5). En revanhe, la morphologie des objets est surprenante :en e�et, la quasi totalité des NPs présente une avité. Il s'agit ertainement de petitesapsules de opolymères omprenant de l'eau en leur ÷ur. Cette morphologie atypique adéjà été observée lors de l'utilisation de maro-agents RAFT de type PEO-dithiobenzoateet ont été attribuées au PEO pouvant faire des doubles émulsions [270℄. Cette struturepeut éventuellement être gênante pour la réalisation de NPs �uoresentes.

Figure 5.5 � Polymérisation en miniémulsion du styrène par le proédé "one-pot" en présenede maro-agent RAFT PAPEO11-TTC (exp CG162C). Gauhe : hromatogrammes d'exlusionstérique dans le THF à la �n de la polymérisation en masse et à la �n de la polymérisation enminiémulsion, ainsi que du maro-agent RAFT PAPEO11-TTC. Droite : lihé de MET, barred'éhelle : 500 nm).Nous avons alors légèrement modi�é les onditions de polymérisation préédentes enpoursuivant la polymérisation en masse durant 2h30 au lieu des 1h30 préédentes (Ta-bleau 5.5). Ainsi, le blo hydrophobe de PS devrait être plus grand. Cette di�érenede aratère tensioatif entre maro-agents RAFT de type PAPEO11-b-PSx-TTC peutonduire à un meilleur ontr�le de la polymérisation et à une modi�ation de la morpho-logie des objets (hapitre 2).Une première expériene a été réalisée dans es onditions en l'absene de BDPMA. Leblo PS à l'issue de la polymérisation en masse possède 65 unités. L'inversion de phase estréalisée et la polymérisation en miniémulsion démarrée. À la �n de la polymérisation enminiémulsion, la onversion en styrène est de 75 %. Le hromatogramme d'exlusion sté-rique (Figure 5.6) présente un pi assez �n, déplaé vers les plus fortes masses molaires.Il ne semble pas y avoir de maro-agent RAFT résiduel, ontrairement au as préédenten présene de maro-agents RAFT PAPEO11-b-PS40-TTC.La DDL détete des objets d'un diamètre similaire au as préédent (D = 90 nm). Cesdiamètres sont on�rmés par les lihés de MET (Figure 5.6). Enore une fois, une partiedes partiules obtenues présente une avité au ÷ur, mais leur nombre semble inférieurau as préédent.



162 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFs

Figure 5.6 � Polymérisation en miniémulsion du styrène par le proédé "one-pot" en présenede maro-agent RAFT PAPEO11-TTC, en l'absene (exp CG166C, gauhe) ou en présene deBDPMA (CG172C, droite). Haut : hromatogrammes d'exlusion stérique dans le THF (détetionRI : - et UV-vis., λ = 528 nm : · · · ) à la �n de la polymérisation en masse et à la �n de lapolymérisation en miniémulsion, ainsi que du maro-agent RAFT PAPEO11-TTC. Bas : lihésde MET, barres d'éhelle : gauhe : 200 nm, droite : 500 nm.



5.3. Couronnes à base de P(AA-o-APEO) 163Des NPs �uoresentes ont alors été synthétisées dans les mêmes onditions. À l'issuede la polymérisation en masse, le BDPMA atteint 74 % de onversion, ontre 35 % pourle styrène (Figure 5.6). Le blo hydrophobe de P(S-o-BDPMA) est alors omposé de 51unités. L'inversion de phase est réalisée et la polymérisation en miniémulsion démarrée. Àla �n de la polymérisation en miniémulsion, la onversion en styrène (orrigée) est de 84% et elle en BDPMA de 98 %. Le BDPMA peut don être opolymérisé au styrène danses onditions. L'inorporation du BDPMA au styrène est véri�ée par CES en utilisant ladétetion UV-vis. (λ = 528 nm) (Figure 5.6). Le hromatogramme d'exlusion stériqueest �n et il ne semble pas y avoir de maro-agent RAFT PAPEO11-TTC résiduel.Les objets observés en DDL semblent légèrement plus gros que dans le as préédentsans utilisation de BDPMA (D = 110 nm ontre 90 nm) et les lihés de MET sontsimilaires (NPs sphériques, pleines ou ontenant une avité).La synthèse de NPFs en présene de maro-agents RAFT de type PAPEO11-TTC parun proédé "one-pot" est don possible. Les NPs obtenues sont onstituées de haînestriblos dont la polymérisation est ontr�lée. En revanhe, elles sont légèrement polydis-perses en taille et en morphologie. Leurs aratéristiques spetrosopiques seront étudiéesen détail dans la suite.5.3 Couronnes à base de P(AA-o-APEO)Tout omme les opolymères amphiphiles à base de PAPEO, il existe peu d'exemplesdans la littérature de synthèse de opolymères de type P(AA-o-APEO)-b-PS [219, 285℄.Des systèmes analogues à base d'aide métharylique (AMA) ou de métharylate de mé-thoxy poly(oxyde d'éthylène) sont plus largement renseignés [286, 330, 331, 332, 333℄.La synthèse de NPs de styrène par une polymérisation en miniémulsion en présenede maro-agents RAFT de type P(AA-o-APEO)-TTC est don nouvelle.5.3.1 Synthèse des maro-agents RAFT P(AA-o-APEO)-TTCNous avons hoisi de synthétiser des opolymères présentant le même nombre d'uni-tés aide arylique et arylate de PEO. Les maro-agents RAFT P(AA-o-APEO) sontobtenus à partir de l'agent RAFT moléulaire TTCA. Ils sont synthétisés dans le dioxaneà 75�C (Shème 5.3) dans des onditions similaires à elles des maro-agents RAFTPAPEO-TTC ou PAA-TTC.Auun suivi inétique de opolymérisation n'a été réalisé, les onversions en mono-mères étant suivies in situ durant la polymérisation en e�etuant des prélèvements. Lesinétiques sont dans l'ensemble omparables à elles de l'homopolymérisation du PAPEOet plus rapides que l'homopolymérisation de l'AA, omme ela a déjà été rapporté [219℄.
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Shème 5.3 � Synthèse des maro-agents RAFTP(AA0,5-o-APEO0,5)x.Trois maro-agents RAFT ayant di�érentes longueurs de blos P(AA0,5-o-APEO0,5)xont été synthétisés (Tableau 5.6). Ces maro-agents RAFT sont puri�és par deux pré-ipitations dans le n-pentane à froid puis séhés sous vide à haud pendant deux jours.L'absene de traes de monomères résiduels et de solvants est véri�ée par RMN du 1H.Les maro-agents RAFT sont obtenus sous la forme d'une huile de ouleur jaune.Tableau 5.6 � Conditions et résultats expérimentaux des synthèses de maro-agents RAFTP(AA0,5-o-APEO0,5)x. Synthèses réalisées dans le dioxane à 75�C, amorées par l'ACPA, ave[AA℄0 = [APEO℄0 = 1,03 mol/Ldiox. et un rapport [TTCA℄0/[ACPA℄0 = 15.Exp [M℄a0/[TTCA℄0 t χa, bM ncAA ncAPEO Mn th MPSn SEC IPmin % kg/mol kg/molCG174C 15 110 81 6 6 3,5 3,5 1,21CG158C 25 140 86 11 11 6,2 6,0 1,16CG140C 43 140 77 16 17 9,2 8,1 1,20

a M orrespond aux monomères AA et APEO. b Conversions en monomères déterminées parRMN du 1H dans le CDCl3. c Nombre moyen d'unités AA et APEO dans le opolymère formé.Les maro-agents RAFT synthétisés présentent de bons indies de polymoléularité(≤ 1,20). La détetion UV-vis. réglée sur l'absorbane du groupement TTC (λ = 433nm) montre que le groupement RAFT est bien présent dans les opolymères. Ces maro-agents RAFT peuvent don être utilisés dans une polymérisation RAFT en miniémulsiondu styrène (et du BDPMA).5.3.2 Utilisation des maro-agents RAFT en miniémulsionCes trois types de maro-agents RAFT ont été utilisés pour la polymérisation enminiémulsion dans un premier temps du styrène seul, puis dans un seond temps, dustyrène opolymérisé au BDPMA. Le même proédé "one-pot" que elui employé pourla synthèse des partiules à ouronne PEO-b-PAA a été utilisé, à savoir une premièreextension de blo PS par une polymérisation en masse du styrène en présene de maro-agent RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)x-TTC, puis une inversion de phase en ajoutant de



5.3. Couronnes à base de P(AA-o-APEO) 165l'eau basique et une soniation a�n de former les gouttes de monomères stabilisées par lesopolymères amphiphiles P(AA0,5-o-APEO0,5)x-b-PS-TTC. Les rapports [M℄0/[RAFT℄0sont du même ordre de grandeur que eux utilisés dans les préédentes polymérisationsen présene de maro-agent RAFT PEO-b-PAA≈10-TTC. Le rapport [OH−℄/[AA℄ estégalement le même qu'auparavant (1,3), à savoir un léger exès de soude par rapport auunités AA a�n de déprotoner toutes les unités aides.Pour les NPFs, nous avons hoisi de travailler ave en moyenne 2 BDPMA par haînear ette quantité paraissait être un bon ompromis entre brillane et quantité de BDPMA(hapitre 3). Cette partie présente individuellement la synthèse de NPs obtenues à partirdes trois maro-agents RAFT évoqués préédemment.Maro-agents RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)12-TTCNous présenterons d'abord l'utilisation des maro-agents RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)12-TTC (Mn = 3,5 kg/mol) ar e sont eux qui, en terme de masses molaires, sont les plussemblables aux maro-agents RAFT PEO-b-PAA≈10-TTC (Mn ≈ 3,1 kg/mol).Les onditions et résultats expérimentaux des synthèses de NPs en l'absene ou enprésene de BDPMA sont résumés dans le Tableau 5.7.Tableau 5.7 � Conditions et résultats expérimentaux des polymérisations en miniémulsion dustyrène (o-BDPMA) réalisées dans les onditions "one-pot" à 80�C en présene de maro-agentRAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)12-TTC ([M℄0 = 1,3 mol/Leau, [RAFT℄0/[AIBN℄0 = 3, [OH−℄/[AA℄= 1,3, pH > 12).Exp naBDPMA DPPS,b
n χcS,f χdBDPMA,f Mn th MPSn CES IP Dz (σ)% % kg/mol kg/mol nmCG175C 0 38 97 - 18,9 18,7 1,29 90 (0,07)CG183C 1,8 27 100 97 18,2 19,6 1,29 85 (0,19)L'expériene CG175C est réalisée ave un rapport [M℄0/[RAFT℄0 = 200 et la CG183C ave unrapport de 170. Les polymérisations en masse sont arrêtées après 70-80 min et lespolymérisations en miniémulsion après 4h. a Nombre moyen d'unités BDPMA par haînepolymère. b Degré de polymérisation moyen en nombre du blo PS à l'issue de lapolymérisation en masse. c Conversion molaire �nale en styrène déterminée par gravimétrie etorrigée de la perte de 25 % de styrène. d Conversion molaire �nale en BDPMA déterminée parCES en utilisant la détetion UV-vis. (λ = 528 nm).Les polymérisations en masse sont arrêtées après 70-80 min. Les tailles de blo PS sontrespetivement de 38 et 27 unités en absene ou en présene de BDPMA. Ces longueursrespetives des deux blos sont don similaires à elles employées ave les maro-agentsRAFT PEO-b-PAA-TTC (≈ 20-30).À la �n de la polymérisation en miniémulsion, la polymérisation des haînes est ontr�-



166 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFslée (Figure 5.7) ave des IP ≈ 1,3. Les masses molaires moyennes en nombre expérimen-tales et théoriques sont semblables. De plus, les hromatogrammes ne montrent pas demaro-agent RAFT résiduel. La polymérisation semble don ontr�lée et le réamorçagedes maro-agents RAFT e�ae.Les NPs �nales mesurent environ 85 nm de diamètre et sont relativement monodis-perses. Néanmoins, les lihés de MET présentent des objets d'un diamètre omparablemais ayant une avité (Figure 5.7). Celles-i sont visibles, que e soit en présene ouen absene de BDPMA, et sont ertainement onstituées d'eau. Ces morphologies sontsimilaires à elles des NPs synthétisées en présene de PAPEO11 et pour lesquelles le bloPS valait entre 40 et 65 unités au moment de l'inversion de phase.

Figure 5.7 � Haut : hromatogrammes d'exlusion stérique dans le THF (détetion RI : - etUV-vis., λ = 528 nm : · · · ) des expérienes CG175C (gauhe) et CG183C (droite) à la �n de lapolymérisation en masse et à la �n de la polymérisation en miniémulsion, ainsi que du maro-agent RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)12-TTC. Bas : lihés de MET des NPs CG175C (gauhe)et CG183C (droite), barres d'éhelle : 500 nm.L'utilisation de maro-agents RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)12-TTC en miniémulsionpar un proédé "one-pot" mène à la formation de NPs d'un diamètre nanométrique. Lapolymérisation est ontr�lée tout au long de la synthèse et le réamorçage par les maro-agents RAFT est bon. Des NPFs à base de BDPMA peuvent être obtenues ave les mêmes



5.3. Couronnes à base de P(AA-o-APEO) 167aratéristiques. Néanmoins, les NPs obtenues ont une morphologie de apsules ontenantde l'eau.Maro-agents RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)22-TTCLes maro-agents RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)22-TTC ont une masse molaire quasi-ment deux fois plus grande que les maro-agents RAFT préédents (Mn = 6,2 kg/mol). Ilsont également été employés dans un proédé "one-pot" ave inversion de phase a�n d'ob-tenir des NPs auto-stabilisées. Les onditions et résultats expérimentaux de es synthèsessont résumés dans le Tableau 5.8.Tableau 5.8 � Conditions et résultats expérimentaux des polymérisations en miniémulsion dustyrène (o-BDPMA) réalisées dans les onditions "one-pot" à 80�C en présene de maro-agentRAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)22-TTC, arrêtées après 4h (([M℄0 = 1,3 mol/Leau, [M℄0/[RAFT℄0 =200, [RAFT℄0/[AIBN℄0 = 3, [OH−℄/[AA℄ = 1,3, pH > 12).Exp naBDP tb0 χcS,0 DPPS,d
n χcS,f χeBDP,f Mn th MPSn CES IP Dz (σ)min % % % kg/mol kg/mol nmCG160C 0 90 32 46 97 - 20,9 21,6 1,55 85 (0,19)CG169C 0 150 45 69 85 - 19,7 17,1 1,35 70 (0,12)CG171C 2,0 150 41 66 97 97 22,4 18,5 1,40 85 (0,10)

a Nombre moyen d'unités BDPMA par haîne polymère. b Durée de la polymérisation enmasse. c Conversion molaire en styrène à la �n de la polymérisation en masse (0 ) et à la �n dela polymérisation en miniémulsion (f ) déterminée par gravimétrie et orrigée de la perte de 25% de styrène. d Degré de polymérisation moyen en nombre du blo PS à l'issue de lapolymérisation en masse. e Conversion molaire en BDPMA déterminée par CES en utilisant ladétetion UV-vis. (λ = 528 nm).Dans le hapitre 2, nous avons vu que la balane hydrophile/hydrophobe des maro-agents RAFT PEO-b-PAA-b-PS était un paramètre extrêmement important pour la réa-lisation de NPs polymères par une polymérisation ontr�lée et à morphologie sphériquehomogène.Ainsi, une première synthèse de NPs a été réalisée en arrêtant la polymérisation enmasse après 1h30. Le degré de polymérisation moyen en nombre du blo PS est de 46.Ce blo a volontairement été hoisi plus long ar la masse molaire de la partie hydrophileest plus élevée que dans toutes les expérienes réalisées auparavant. L'inversion de phaseest réalisée dans les mêmes onditions que d'habitude. À l'issue de la polymérisationen miniémulsion, des NPs mesurant 85 nm de diamètre et relativement monodispersessont obtenues (Tableau 5.8). Les lihés de MET présentent des objets sphériques maisrelativement polydisperses.Le hromatogramme d'exlusion stérique des haînes de opolymère à la �n de la po-



168 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFslymérisation en masse montre un épaulement du pi vers les plus fortes masses molaires.À la �n de la polymérisation en miniémulsion, le pi n'est pas symétrique et présenteune traînée vers les plus faibles masses molaires. Ce problème pourrait s'expliquer dedeux manières : soit un problème de polymérisation est survenu lors de la synthèse dumaro-agents RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)22-b-PS46-TTC (le pi à la �n de la polymé-risation en masse est asymétrique), soit le réamorçage du maro-agent RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)22-b-PS46-TTC est mauvais. Cet e�et avait déjà été observé dans le hapitre2 lorsque la masse molaire du blo hydrophobe était trop faible par rapport à elle dublo hydrophile. Le maro-agent RAFT n'était alors pas anré à l'interfae entre le milieuaqueux et les gouttes de styrène.

Figure 5.8 � Polymérisation en miniémulsion du styrène par un proédé "one-pot" en présene demaro-agents RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)22-TTC (exp CG160C). Gauhe : hromatogrammesd'exlusion stérique dans le THF à la �n de la polymérisation en masse et à la �n de la polyméri-sation en miniémulsion, ainsi que du maro-agent RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)22-TTC. Droite :lihé de MET, barre d'éhelle : 200 nm.Par la suite, la même expériene a été réalisée mais ette fois-i en augmentantla longueur du blo PS du maro-agent RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)22-b-PSx-TTC (expCG169C, Tableau 5.8). Pour ela, la polymérisation en masse est poursuivie pendant2h30, au lieu de 1h30 préédemment. La onversion en styrène est alors de 45 % et sembletoujours suivre la même inétique que elle de la Figure 2.6 (polymérisation en massedu styrène en présene de maro-agent RAFT PEO-b-PAA-TTC). Le maro-agent RAFTobtenu présente un blo PS de 69 unités. Malgré ette forte onversion en styrène, lemilieu réationnel est très peu visqueux et l'inversion de phase et l'étape de soniation sedéroulent normalement. La polymérisation en miniémulsion est don poursuivie.Le hromatogramme d'exlusion stérique à la �n de la polymérisation en miniémulsionmontre un pi symétrique et relativement �n (IP = 1,35). Les masses molaires moyennesen nombre et théoriques sont du même ordre de grandeur.Les NPs obtenues mesurent 70 nm de diamètre et sont monodisperses (Tableau 5.8).Les lihés de MET montrent des objets sphériques ayant un ÷ur de 40 nm de diamètreenviron. Ces images on�rment la monodispersité des objets et permettent également de



5.3. Couronnes à base de P(AA-o-APEO) 169voir que es NPs sont pleines, ontrairement aux NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)11-b-TTC.

Figure 5.9 � Polymérisation en miniémulsion du styrène par un proédé "one-pot" en présenede maro-agents RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)22-TTC en l'absene (CG169C, gauhe) ou en pré-sene (CG171C, droite) de BDPMA. Haut : hromatogrammes d'exlusion stérique dans le THF(détetion RI : - et UV-vis. λ = 528 nm : · · · ) à la �n de la polymérisation en masse et à la �n dela polymérisation en miniémulsion, ainsi que du maro-agent RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)22-TTC. Bas : lihés de MET des NPs, barres d'éhelle : 500 nm.La même synthèse a alors été réalisée en présene de BDPMA ([BDPMA℄0 = 0,9 mol %par rapport au styrène). Ce dernier est bien inorporé à la haîne polymère et se polymériseenore une fois plus rapidement que le styrène (χBDPMA = 73% et χS = 41%, Figure 5.9).Les hromatogrammes d'exlusion stérique montrent des pis �ns et symétriques. L'indiede polymoléularité au temps �nal est raisonnable, de 1,40. Les NPFs obtenues sontsphériques et monodisperses, d'un diamètre hydrodynamique de 85 nm (Tableau 5.8).Il est don possible de synthétiser des NPFs à ÷ur P(S-o-BDPMA) et à ouronneP(AA0,5-o-APEO0,5)22 par le proédé en miniémulsion "one-pot". Ces NPFs ont desaratéristiques similaires à elles obtenues ave une ouronne PEO-b-PAA en terme dediamètres et de masses molaires des haînes dont elles sont omposées.



170 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFsMaro-agents RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)33-TTCUn dernier maro-agent RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)33-TTC a été testé, ette fois-iave une masse molaire élevée, de 9,2 kg/mol. Comme pour les deux types de maro-agents RAFT préédents, elui-i a été employé dans une polymérisation en miniémulsion"one-pot" du styrène. Les onditions et résultats expérimentaux sont résumés dans leTableau 5.9.Tableau 5.9 � Conditions et résultats expérimentaux des polymérisations en miniémulsiondu styrène réalisées dans les onditions "one-pot" à 80�C en présene de maro-agent RAFTP(AA0,5-o-APEO0,5)33-TTC, arrêtées après 4h ([S℄0 = 1,3 mol/Leau, [RAFT℄0/[AIBN℄0 = 3,[OH−℄/[AA℄ = 1,3, pH > 12).Exp [S℄0 ta0 χb
S,0 DPPS,c

n χbS,f Mn th MPSn CES IP Dz (σ)[RAFT℄0 min % % kg/mol kg/mol nmCG145C 240 75 18 35 99 30,0 27,7 1,56 100 (poly)CG28D 200 150 46 70 98 26,8 24,4 1,36 110 (0,14)
a Durée de la polymérisation en masse. b Conversion molaire en styrène à la �n de lapolymérisation en masse (0 ) et à la �n de la polymérisation en miniémulsion (f ) déterminéepar gravimétrie et orrigée de la perte de 25 % de styrène. c Degré de polymérisation moyen ennombre du blo PS à l'issue de la polymérisation en masse.Une première expériene a été réalisée en arrêtant la polymérisation en masse après 75min. La longueur du blo PS est alors de 38 unités. L'inversion de phase est réalisée et lapolymérisation en miniémulsion démarrée. À l'issue de la polymérisation en miniémulsion,des NPs d'environ 100 nm de diamètre sont obtenues mais elles sont polydisperses. Uneanalyse par MET on�rme ette polydispersité (Figure 5.10). Ces lihés montrent desNPs sphériques et pleines dont la majorité mesurent entre 40 et 50 nm de diamètre,ependant des NPs de plus grand diamètre (D = 100-110 nm) sont également observées.Ce sont es NPs qui sont ertainement majoritairement observées par DDL puisque esont les objets les plus di�usants du milieu.Le hromatogramme d'exlusion stérique au temps �nal présente une traînée vers lesfaibles masses molaires, ertainement dû à un réamorçage non total du maro-agent RAFTP(AA0,5-o-APEO0,5)33-b-PS38-TTC.Ces résultats tendent vers les mêmes observations que préédemment, 'est-à-dire quela masse molaire du blo hydrophobe PS est trop faible pour assurer la stabilité olloïdaledes partiules et un bon ontr�le de la polymérisation.A�n d'améliorer la stabilité olloïdale des NPs, une polymérisation similaire a étéréalisée mais en augmentant la taille du blo hydrophobe PS (CG28D). Cela est réalisé enpoursuivant la polymérisation en masse durant 2h30. Le maro-agent RAFT amphiphileP(AA0,5-o-APEO0,5)33-b-PS70-TTC possède alors 70 unités styrène. La polymérisation



5.3. Couronnes à base de P(AA-o-APEO) 171

Figure 5.10 � Polymérisation en miniémulsion du styrène par un proédé "one-pot" en présenede maro-agents RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)33-TTC présentant di�érentes longueurs de blosPSx à l'issue de la polymérisation en masse (x = 38, gauhe, CG145C) et (x = 70, droite, CG28D).Haut : hromatogrammes d'exlusion stérique dans le THF à la �n de la polymérisation en masseet à la �n de la polymérisation en miniémulsion, ainsi que du maro-agent RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)33-TTC. Bas : lihés de MET des NPs, barres d'éhelle : 500 nm.



172 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFsen miniémulsion est réalisée selon les onditions habituelles.Les NPs obtenues mesurent sensiblement le même diamètre que elles ave le maro-agent RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)33-b-PS38-TTC. Elles sont néanmoins plus monodis-perses. Les lihés de MET (Figure 5.10) on�rment es diamètres et semblent égalementon�rmer que les objets sont légèrement plus monodisperses.Le hromatogramme d'exlusion stérique (Figure 5.10) montre un bon réamorçagedes maro-agents RAFT P(AA0,5-o-APEO0,5)33-b-PS70-TTC. L'indie de polymoléula-rité à l'issue de la polymérisation est bon (1,36) et les masses molaires moyennes en nombrethéoriques et expérimentales similaires (Tableau 5.9). Le ontr�le de la polymérisationen miniémulsion du styrène ave e type de maro-agent RAFT est don possible.ConlusionTrois types de NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)x-TTC et à ÷ur PS (ou P(S-o-BDPMA)) ont été synthétisés. Les NPs à ouronne hydrophile présentant 11 ou 22 unitésAA et APEO sont d'un diamètre inférieur à 100 nm, e qui n'est pas le as de elles ayantune ouronne de 33 unités.5.4 Résumé sur les di�érentes ouronnes hydrophilesDi�érentes NPs à ÷ur PS seul ou P(S-o-BDPMA) et à ouronne à base d'AA et/oud'APEO ont pu être synthétisées. Les prinipales aratéristiques de es objets sont résu-mées dans le Tableau 5.10. La omposition des maro-agents RAFT en terme de massemolaire du blo hydrophile omparée à la masse molaire totale (estimée de manière simpli-�ée sous la forme du rapport HLB, équation 2.1) in�ue sur le diamètre et la morphologiedes NPs, ainsi que sur le ontr�le de la polymérisation. Pour les ouronnes omposées demotifs de poly(oxyde d'éthylène) et d'aide arylique, il semble que la HLB doive êtreinférieure à 10-11 pour qu'il puisse y avoir un ontr�le de la polymérisation du styrène enminiémulsion. Néanmoins, dans le as de ertains opolymères à base de de poly(oxyded'éthylène) et d'aide arylique, lorsque la masse molaire du blo hydrophile devient tropfaible omparativement au blo hydrophobe (HLB = 8-9), les partiules omportent uneavité, ertainement remplie d'eau. Cela est ertainement dû à la trop forte solubilité dees maro-agents RAFT dans le styrène.Pour les NPs à ouronne PAA, et e�et n'est pas observé dans les onditions desynthèse employées (pH > 12), ertainement ar le PAA déprotoné ne peut pas êtresolubilisé dans le styrène (ontrairement aux opolymères préédents où les groupementsPEO aidaient à ette solubilité). Des partiules sphériques sont toujours obtenues danse as. En revanhe, pour e type de ouronnes hydrophiles (PAA35), même ave uneHLB < 8, le ontr�le de la polymérisation n'est pas assuré. Il se peut que dans le asde es opolymères amphiphiles PAA35-b-PSx, le blo hydrophobe doive être plus grandpour permettre l'anrage de e dernier dans les gouttes de styrène. Seul dans le as d'une



5.4. Résumé sur les di�érentes ouronnes hydrophiles 173ouronne de faible masse molaire, de type PAA3, le ontr�le de la polymérisation a étéassuré (HLB = 2).À titre omparatif, tous les maro-agents RAFT de type PAA5-b-PSy-TTC-C4 utiliséspar Hawkett et oll. pour stabiliser la polymérisation en miniémulsion du styrène (àpH 8) présentent des HLB omprises entre 2 et 4. Les gouttelettes de départ ne sontstables qu'en présene de maro-agents RAFT ayant un blo PS supérieur ou égal à15 unités (HLB 6 3). Les NPs obtenues mesurent en moyenne 40 nm pour un rapportinitial [S℄0/[RAFT℄0 = 200. En présene de maro-agents RAFT PAA20-b-PS28-TTC-C4(HLB = 6), les gouttelettes de styrène sont plus stables qu'en présene des maro-agentsRAFT préédents, e qui pourrait être attribué à un plus long blo PS, malgré ette HLBsupérieure. Les NPs obtenues dans les mêmes onditions ont le même diamètre et unemorphologie sphérique et sont pleines. La polymérisation est en revanhe moins ontr�léeque pour nous puisque les IP sont ompris entre 1,5 et 2.Tableau 5.10 � Caratéristiques prinipales des NPs à di�érentes ouronnes hydrophiles et à÷urs PS, synthétisées par une polymérisation "one-pot" en miniémulsion dans les onditions duTableau 2.18 ([S℄0 = 1,3 mol/Leau, [S℄0/[RAFT℄0 = 200, [RAFT℄0/[AIBN℄0 = 3, [OH−℄/[AA℄= 1,3, pH > 12).maro-RAFT amphiphilea HLBb IP Dz morphologiec CdnmPEO45-b-PAA12-b-PSe7 14 3,35 80 pleines, monodispersesPEO45-b-PAA12-b-PSe≈25 10 1,32 60 pleines, monodisperses √PEO45-b-PAA12-b-PSe40 8 1,32 85 reuses, polydispersesPAA3-b-PS15 2 1,36 95 pleines, polydispersesPAA35-b-PS19 10 1,84 65 pleines, monodispersesPAA35-b-PS35 8 2,04 150 -PAPEO11-b-PS40 10 1,29 95 reuses, monodisperses (√)PAPEO11-b-PS65 8 1,37 90 reuses, monodisperses (√)P(AA0,5-o-APEO0,5)12-b-PS38 8 1,29 90 reuses, monodispersesP(AA0,5-o-APEO0,5)22-b-PS46 11 1,55 85 pleines, polydispersesP(AA0,5-o-APEO0,5)22-b-PS69 9 1,35 70 pleines, monodisperses √P(AA0,5-o-APEO0,5)33-b-PS35 14 1,56 100 pleines, polydispersesP(AA0,5-o-APEO0,5)33-b-PS70 11 1,36 110 pleines, polydisperses
a Struture du maro-agent RAFT amphiphile au moment de l'inversion de phase. b balanehydrophile-lipophile (équation 2.1). c Morphologies des NPs observées sur les lihés de MET. dCritères de ontr�le de la polymérisation (IP < 1,3-1,4), diamètres (< 100 nm) et polydispersitédes NPFs respetés. e[S℄0/[RAFT℄0 = 160 pour es expérienes.



174 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFs5.5 Propriétés de surfae des NPFsNous avons voulu savoir quelles étaient les propriétés physio-himiques de la ouronnedes NPFs évoquées préédemment. Des mesures de di�usion dynamique de la lumière etde potentiel ζ à di�érents pH ont ainsi été réalisées. Le nombre d'agrégation des objets aégalement été estimé par MET et par di�usion statique de la lumière.5.5.1 Sensibilité au pH des NPFsLes NPFs �uoresentes à ouronne PEO-b-PAA préipitent en milieu aide mais ephénomène est réversible puisqu'elles peuvent être redispersées en milieu basique (Fi-gure 5.11, Tableau 5.11). Elles peuvent également être redispersées en milieu tamponné(PBS 1 ×). Pour ela, il faut les entrifuger avant l'ajout du tampon ar le pouvoir de edernier n'est pas assez fort pour permettre la redispersion des NPFs si le pH initial esttrop bas (Figure 5.11). Les diamètres mesurés avant et après préipitation sont similaires(Tableau 5.11). Ces NPs redispersées dans un tampon PBS ont également été analyséesà 37�C. Le diamètre des NPs est alors légèrement supérieur qu'à 25�C, ela pourrait êtredû à une mauvaise estimation de la visosité lors du alul du rayon hydrodynamique.Cette sensibilité au pH pourrait être mise à pro�t pour puri�er ou onentrer les NPFs,ou pour les redisperser failement dans un tampon biologique.

Figure 5.11 � Préipitation des NPFs à ouronne PEO-b-PAA et à ÷ur P(S-o-BDPMA) enmilieu aide et leur redispersion en milieu alalin. Gauhe : a) NPFs à pH > 12 ; b) préipitationdes NPFs par ajout de quelques gouttes d'une solution d'HCl à 1M (pH 1,5) ; ) prélèvement dusurnageant ; d) Redispersion des NPFs par ajout d'eau et de quelques gouttes d'une solution deNaOH à 1M (pH > 12). Droite : a) NPFs à pH 12,5 ; b) préipitation des NPFs par ajout dequelques gouttes d'une solution d'HCl à 1M (pH 1,5) et entrifugées à 3000 tours/min. pendant2 min. ; ) Redispersion des NPFs dans du tampon PBS 1 × (pH 7,4). Photographies réaliséesen exitant les NPFs à l'aide d'une lampe UV-365 nm.La sensibilité des dispersions aqueuses de NPFs en fontion du pH a été suivie pardi�usion dynamique de la lumière en mesurant pour haque pH le diamètre hydrodyna-mique moyen des objets ainsi que l'indie de polydispersité (Figure 5.12). Ces valeurs ontpeu de sens physique lorsque des agrégats sont formés mais ils rendent failement ompte



5.5. Propriétés de surfae des NPFs 175Tableau 5.11 � Diamètres hydrodynamiques des NPFs à ouronne PEO-b-PAA et à ÷urP(S-o-BDPMA), à di�érents pH et températures.onditions de dispersion des NPFs pH Ta Dz (σ)�C nmeau, après la polymérisation 12,5 20 65 (0,08)eau, redispersées après aidi�ation 12,5 20 68 (0,15)PBS 1 ×, redispersées après aidi�ation et entrifugation 7,4 25 63 (0,14)PBS 1 ×, redispersées après aidi�ation et entrifugation 7,4 37 77 (0,09)
a Température d'analyse des NPFs.de la préipitation des NPFs. La Figure 5.12 montre qu'à des pH inférieurs à 5,5, l'in-die de polydispersité des dispersions de NPFs ommene à augmenter, e qui signi�eertainement qu'il y a formation d'agrégats de NPFs. Le diamètre des NPFs augmentedramatiquement pour des pH inférieurs à 4. Par es mesures, nous pouvons onlure queles NPFs à ouronne PEO-b-PAA préipitent pour des pH ompris entre 4 et 5,5, e quiorrespond à la zone du pKa du poly(aide arylique). À des pH inférieurs au pKa duPAA, elui-i devient hydrophobe et n'assure plus la stabilité olloïdale des NPFs parrépulsion életrostatique inter-haînes au sein d'une NP et inter-NPFs.

Figure 5.12 � Sensibilité au pH des NPFs à ouronne PEO-b-PAA et à ÷ur P(S-o-BDPMA)à 25�C. Gauhe : évolution du diamètre hydrodynamique des NPFs (Dz, N) et de l'indie depolydispersité (σ, �) ave le pH. Le trait ontinu orrespond à σ = 0,1. Droite : Diamètreshydrodynamiques des NPFs après des yles suessifs d'aidi�ation/basi�ation.Ces résultats rejoignent eux présentés par Cheng et oll. qui ont étudié la formationd'agrégats miellaires entre des polymères de type PAA77 et des mielles de PEO182-b-PS240 [334℄. Pour des pH < 3, il y a formation d'agrégats miellaires entre les haînesde PAA et les mielles de PEO-b-PS. Pour des pH ompris entre 3 et 4,8, les auteursobservent une simple adsorption des haînes de PAA sur les mielles de PEO-b-PS. En�n,à des pH supérieurs à 4,8, les mielles de PEO-b-PS sont observées seules, sans adsorption



176 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFsde PAA. Ces e�ets ont été attribués à la formation de liaisons hydrogènes entre les unitésEO et AA dans les milieux aides.La réversibilité de es systèmes a été testée en e�etuant di�érents yles de préipi-tation / dispersion des NPFs (par ajout respetivement d'aliquotes de solution de HCl à1M ou de solution de NaOH à 1M Figure 5.12). Après redispersion en milieu basique,les partiules retrouvent les mêmes rayons hydrodynamiques mais l'indie de polymolé-ularité devient supérieur à e qu'il était initialement (Tableau 5.11). Ces mesures ontété e�etuées sans agitation ou soniation des NPFs. Il pourrait don y avoir quelquesagrégats de NPFs qui demeurent en solution et qui n'ont pas eu le temps de se dissoier.Les partiules à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)12 ou 22 ne préipitent pas en milieuaide. Cela est ertainement dû à l'alternane des unités AA et APEO et à la struturegre�ée (ontrairement à la struture linéaire des opolymères PEO-b-PAA) de es derniersdans la ouronne qui permet une stabilité olloïdale des NPFs et e même en milieu aide.Ainsi, il n'y a pas formation d'un blo totalement hydrophobe ontrairement aux NPFs àouronne PEO-b-PAA.En�n, bien évidemment, les NPFs à ouronne PAPEO ne préipitent pas en milieuaide.Les NPFs à ouronne PEO-b-PAA ou à ouronne P(AA-o-APEO) ont des omporte-ments très di�érents en milieu aide. Les premières étant très sensibles au pH. Pour desexpérienes en milieux biologiques, il faudra don veiller à ne pas les exposer à des milieuxtrop aides. Pour les autres types de ouronnes, es préautions ne sont pas néessaires.5.5.2 Potentiel ζLe potentiel ζ de NPs à ouronnes PEO-b-PAA et à ouronnes P(AA0,5-o-APEO0,5)22a été mesuré a�n d'évaluer la harge apparente des NPs. Ces mesures ont été réalisées aulaboratoire Physio-Chimie (UMR 168) de l'Institut Curie dans l'équipe du Dr. Min-HuiLi et ave l'aide de Sabrina Hoine. Les mesures ont été réalisées dans l'eau à 25�C pourdi�érents pH pour des partiules ave ou sans BDPMA à ÷ur. À ause de la préipitationdes NPs à ouronne PEO-b-PAA, auune mesure n'a été réalisée pour des pH inférieursà 6. Les résultats sont résumés dans le Tableau 5.12.Pour les partiules de type PEO-b-PAA, le potentiel ζ est négatif, quelque soit le pH.Cette valeur négative est d'une part attribuée à la présene des unités AA déprotonéespour les pH analysés, et d'autre part à la présene des groupements PEO. En e�et, lespartiules à ÷ur PS et à ouronne PEO ont globalement des potentiels ζ négatifs [77, 335℄.Pour les partiules de type P(AA0,5-o-APEO0,5)22, les valeurs du potentiel ζ sontégalement globalement négatives pour les milieux neutres à basiques (pH = 6-8). Cespotentiels ζ sont plus négatifs que eux observés dans le as des ouronnes diblos PEO-



5.5. Propriétés de surfae des NPFs 177Tableau 5.12 � Potentiels ζ (mV) mesurés dans l'eau à une onentration en NaCl de 14 mM,à 25�C, pour di�érents types de NPs et à di�érents pH (tampons phosphate / itrate 1mM).Exp opolymère pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8CG96C PEO-b-PAA19-b-PS120 -16 -17 -17CG174B PEO-b-PAA12-b-P(S-o-BDPMA)120 -20 -17 -14 -16CG169C P(AA0,5-o-APEO0,5)22-b-PS160 -12 -26 -28 -24CG171C P(AA0,5-o-APEO0,5)22-b-P(S-o-BDPMA)160 -16 -29 -36 -30b-PAA, e qui peut être attribué à la di�érene de distribution des unités AA dans laouronne hydrophile. Une augmentation de la valeur du potentiel ζ est observée à pH 4,e qui est ertainement dû à la protonation des aides aryliques. Le potentiel ζ renseigneégalement sur la stabilité olloïdale des nanopartiules. Les plus fortes valeurs absolues depotentiels ζ enregistrées pour les NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 peuvent peut-être expliquer leur meilleure stabilité que les NPs à ouronne PEO-b-PAA.5.5.3 Évaluation du nombre d'agrégation par MET et DSLLe nombre d'agrégation peut être estimé à l'aide de lihés de MET (équation 3.1) etpar di�usion statique de la lumière. Cette tehnique permet de mesurer la masse molairemoyenne en masse de NPs polymères. Le nombre d'agrégation est alors donné par :
Nagg =

Mw, NPs
Mw, haînes (5.1)où : Mw, haînes masse molaire moyenne en masse des haînes de opolymères

Mw, NPs masse molaire moyenne en masse des NPsDans notre as, lesMw, haînes sont alulées par le produit des masses molaires moyennesen nombre théoriques multipliées par l'indie de polymoléularité des haînes déterminépar CES.Les mesures de di�usion statique de la lumière ont été réalisées au laboratoire Poly-mères, Colloïdes et Interfaes (UMR 6120) de l'Université du Maine, ave l'aide du Pr.Christophe Chassenieux. Les mesures d'inrément d'indie de réfration (dn/dc) ont étéréalisées au laboratoire de Physio-himie des Polymères et Milieux Dispersés Sienes etIngénierie de la Matière Molle (UMR 7615) de l'ESPCI.Seuls deux types de NPFs ont pu être analysés par manque de temps. Les résultatssont résumés dans le Tableau 5.13. Les NMETagg , NSLSagg et dn/dc sont donnés ave uneerreur de 15 %.Pour les NPFs à ouronne PEO-b-PAA ou P(AA0,5-o-APEO0,5)22, les nombres d'agré-gation déterminés par di�usion statique de la lumière ou par MET sont du même ordre degrandeur. Les NPFs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 présentent un nombre d'agréga-tion inférieur à elui des NPFs à ouronne PEO-b-PAA. Pour les deux types de partiules,



178 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFsTableau 5.13 � Caratérisation des NPFs à di�érentes ouronnes hydrophiles et à ÷ur P(S-o-BDPMA) par mirosopie életronique à transmission et di�usion statique de la lumière (25�C).MET DSLouronne Dz DaMET NMET, aagg db dn
dc

NDSL, agg Rg

Rhnm nm haînes/nm2PEO-b-PAA 65 40 1750 0,35 0,16 1610 0,78P(AA0,5-o-APEO0,5)22 85 37 1030 0,24 0,20 1170 0,80P(AA0,5-o-APEO0,5)12 85 70 - - - - -PAPEO11 110 60 - - - - -
a Respetivement diamètre du ÷ur des NPFs et nombre d'agrégation déterminés à l'aide deslihés de MET (équation 3.1). b Densité des haînes hydrophiles à la surfae des NPFs, alulépar l'équation 5.2. c Nombre d'agrégation déterminé par DSL.le rapport Rg/Rh on�rme la présene de sphères dures.La densité des haînes à la surfae des NPFs peut être estimée par :

d =
NMETagg

4πDTEM
2

2 (5.2)Ainsi, on trouve une densité de haînes plus grande à la surfae des NPFs de typePEO-b-PAA que pour les NPFs à surfae P(AA0,5-o-APEO0,5)22. Cei peut être expliquépar le fait que les ouronnes de type PAPEO sont plus enombrantes à ause des haîneslatérales d'APEO en forme de brosses. La densité de gre�age des opolymères hydrophilesest un paramètre déterminant dans la furtivité des NPs [335℄ à ause de l'adsorption nonspéi�que des protéines sur leur surfae [74, 76℄. Des études ont montré que la distaneentre unités PEO doit être inférieure à 1 nm pour éviter l'adsorption de petites protéines(r ≈ 2 nm) et inférieure à 2 nm pour les plus grosses protéines (r ≈ 5-6 nm) [336℄.Dans notre as, pour les deux types de NPFs évoquées i-dessus, la densité de haînes estd'environ 0,3 haînes/nm2 (ou 1 haîne dans 3,3 nm2) (Tableau 5.13), soit une distaneinter-haînes d'environ 2 nm si on assimile les haînes à un point au milieu d'un arré de3,3 nm2. Les partiules auront don peut-être une ertaine furtivité en milieu biologique.Pour les NPFs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)12 ou PAPEO11, le nombre d'agréga-tion déterminé par MET est plus surprenant ar de 8500 environ. Ce nombre d'agrégationest ertainement faussé ar les partiules n'ont pas une morphologie de sphères pleines,mais ont une avité en leur entre. Le alul du nombre d'agrégation par l'équation 3.1est don ertainement faux, ainsi que le alul de la densité de haînes à la surfae desobjets (qui ne tiennent pas ompte de la surfae interne des avités).



5.6. Caratéristiques spetrosopiques des NPFs à di�érentes ouronnes àbase de PEO, AA et APEO 1795.6 Caratéristiques spetrosopiques des NPFs à dif-férentes ouronnes à base de PEO, AA et APEO5.6.1 Spetrosopie de �uoresene stationnaire et résolue en tempsQuatre types de NPFs à ÷ur P(S-o-BDPMA) et à ouronnes à base de PEO et dePAA ont été synthétisées. Leurs aratéristiques spetrosopiques sont résumées dans leTableau 5.14.Tableau 5.14 � Caratéristiques spetrosopiques des NPFs à di�érentes ouronnes hydrophiles,mesurées dans l'eau à 20�C ([NPF℄ ≈ 0,01 wt %).Exp ouronne naBDPMA [BDPMA℄b ΦF τ c ∆d
1/2 ∆d

1/3mol/LS ns m−1 m−1CG178B PEO-b-PAA 2,1 0,17 0,24 3,2 980 1360CG174B PEO-b-PAA 1,1 0,08 0,39 4,3 980 1380CG183C P(AA0,5-o-APEO0,5)12 1,8 0,13 0,44 4,2 1230 1940CG171C P(AA0,5-o-APEO0,5)22 1,9 0,10 0,52 4,5 1300 1990CG172C PAPEO11 1,3 0,08 0,58 4,9 970 1410
a Nombre moyen de BDPMA par haîne de opolymère. b Conentration en BDPMA en molepar litre de styrène. c Durée de vie moyenne déterminée à l'aide de l'équation 3.2. dRespetivement largeurs à mi-hauteur et au tiers de la hauteur des spetres d'émission de�uoresene de la Figure 5.13.Pour toutes es NPFs, quel que soit le type de ouronne les spetres d'absorptionsont parfaitement superposables et le maximum est situé à 529 nm (Figure 5.13). Enrevanhe, les spetres d'émission de �uoresene, bien qu'ayant le même maximum (544nm), ne sont pas identiques. En e�et, les spetres d'émission de �uoresene des NPFs àouronne PEO-b-PAA ou à ouronne PAPEO sont superposables et sont identiques à eluidu BDPMA dans le toluène, alors que pour les ouronnes de type P(AA0,5-o-APEO0,5),es bandes sont plus larges. La largeur à mi-hauteur ou au tiers de la hauteur de la banded'émission de �uoresene est environ 30 % plus grande pour e type de ouronne quepour les autres (Tableau 5.14). Un élargissement de bande peut orrespondre à unehétérogénéité de milieu plus marquée aux alentours des �uorophores [1℄. Or, es NPs sontmoins hétérogènes en taille et en morphologie que elles à ouronne PAPEO qui ellesprésentent une avité (et pour lesquelles le BDPMA est toujours réparti en gradient dansles haînes de P(S-o-BDPMA)). Don es observations sont ontraditoires.Les rendements quantiques sont très fortement di�érents d'un type de partiule àl'autre, à onentrations molaires en BDPMA au ÷ur des NPFs omparables ([BDPMA℄



180 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFsen mol/L de styrène, Tableau 5.14). L'e�aité de �uoresene la plus forte est obte-nue ave les ouronnes PAPEO pures. Pour les ouronnes de type P(AA0,5-o-APEO0,5),l'e�aité semble meilleure lorsque la ouronne est plus grande. En�n, les NPFs les moins�uoresentes (de ette étude omparative) sont elles à ouronne PEO-b-PAA. D'unemanière générale, la tendane va tout de même vers un rendement quantique plus élevélorsque la onentration en BDPMA est plus faible, pour un type de ouronne donné. Cephénomène a été évoqué dans le hapitre 3 pour les NPFs à ouronne PEO-b-PAA et aété attribué à la formation d'agrégats peu ou pas �uoresents de BDPMA.Les délins des NPFs ave es nouvelles ouronnes ne peuvent pas être ajustés parune exponentielle étendue ave un exposant β = 0,88, ontrairement aux ouronnes detype PEO-b-PAA (hapitre 3). Seules les durées de vie moyennes sont don omparées.Les durées de vie moyennes suivent la même tendane que les rendements quantiquesde �uoresene (Tableau 5.14, Figure 5.13). La durée de vie moyenne la plus longueest observée ave la ouronne PAPEO. La durée de vie moyenne des NPFs à ouronneP(AA0,5-o-APEO0,5) est inférieure à elle observée dans le as des NPFs à ouronnePAPEO et est d'autant plus ourte que la masse molaire de la ouronne hydrophile estfaible. Ces durées de vie moyennes sont néanmoins supérieures à elles observées pour lesouronnes de type PEO-b-PAA, pour une même onentration en BDPMA.Nous pensons qu'une des expliations possibles à e phénomène est la présene desBDPMA en surfae du ÷ur des NPFs. Loalisés ainsi, une modi�ation de la nature dela ouronne hydrophile pourrait alors modi�er leur e�aité de �uoresene (ΦF et τF ).Le groupement le plus hydrophile de la ouronne des NPFs est la partie onstituéed'aide arylique. Dans le as des NPFs ayant le plus faible rendement quantique de�uoresene (ouronnes PEO-b-PAA), e blo est situé au plus près du ÷ur des NPFs. LesNPFs ayant le meilleur rendement quantique de �uoresene n'ont pas d'aides aryliquesdans leur ouronne. En�n, les NPFs où l'aide arylique est situé de manière aléatoire dansla ouronne (P(AA0,5-o-APEO0,5)) ont un omportement intermédiaire. Pour e type deouronne, le rendement quantique de �uoresene le meilleur est observé lorsque la massemolaire du blo hydrophile est la plus grande. Il est don possible qu'une augmentationloale de la polarité (due aux unités aides aryliques et à l'eau) avoisinant le BODIPYinduise une baisse de l'e�aité de �uoresene. Cet e�et a déjà été rapporté par Boenset oll. [337℄.Par ailleurs, les ouronnes à base de PAPEO ont une morphologie en brosse, les bloshydrophiles des haînes de opolymères sont ertainement plus éloignées entre elles queles haînes linéaires. Cet e�et peut être perçu en omparant les nombres d'agrégation desNPFs à ouronnes PEO-b-PAA≈10 ou P(AA0,5-o-APEO0,5)22 (Tableau 5.13) : à taillede ÷ur hydrophobe identique, le premier type de NPFs a une densité de haînes en surfaedu ÷ur supérieure au seond type de NPFs. Ces haînes hydrophiles plus rapprohéespourraient don diminuer la distane entre BDPMA inorporés en tout début des bloshydrophobes P(S-o-BDPMA) et ainsi favoriser la formation d'agrégats inter-haînes.



5.6. Caratéristiques spetrosopiques des NPFs à di�érentes ouronnes àbase de PEO, AA et APEO 181Remarquons que pour es NPFs, le rendement quantique de �uoresene a été denouveau déterminé six mois après leur synthèse et qu'il n'a pas évolué (NPFs stokées à4�C dans le noir), e qui est intéressant en terme d'utilisation et de stokage de es objets.

Figure 5.13 � Spetres des NPFs à ouronne PEO-b-PAA (1,1 BDPMA / haîne -, 2,1 BDPMA/ haîne -), P(AA0,5-o-APEO0,5)12 (-), P(AA0,5-o-APEO0,5)22 (-), PAPEO11 (-) enregistrésdans l'eau. Gauhe : spetres d'absorption (-) et d'émission de �uoresene (· · · , λexc = 495nm). Droite : délins de �uoresene (λexc = 495 nm, λF = 543 nm) et impulsion laser.Contre toute attente, la nature de la ouronne hydrophile a don un e�et sur lespropriétés spetrosopiques des NPFs.5.6.2 Photoblanhiment des NPFsLa photostabilité des NPFs à ouronne PEO-b-PAA ou à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22a été mesurée. Ce paramètre est primordial lors de l'étude de NPFs sous mirosope op-tique en milieux biologiques par exemple. En e�et, si les NPFs photoblanhissent durantle temps d'analyse des organismes, il ne sera alors pas envisageable de les utiliser ommetraeurs �uoresents.Pour un ensemble de moléules ayant toutes la même inétique de photodégradation,elle-i s'érit sous la forme :
N(t) = N0e

−t/τD (5.3)où : N(t) nombre de moléules �uoresentes à l'instant t
N0 nombre de moléules �uoresentes à l'instant initial
τD onstante de temps de photoblanhimentLe photoblanhiment de NPFs à ouronne PEO-b-PAA (CG174B) ou P(AA0,5-o-APEO0,5)22 (CG171C), ayant sensiblement la même onentration en BDPMA à ÷ur([BDPMA℄ ≈ 0,1 mol/LS), a été étudié (Figure 5.14). Les mesures sont réalisées endéposant 50 µL d'une solution de NPFs diluées environ mille fois entre deux lamelles de
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Figure 5.14 � Étude du photoblanhiment de NPFs à ÷ur BDPMA ([BDPMA℄ ≈ 0,1 mol/LS)et à ouronne PEO-b-PAA (· · · ) ou P(AA0,5-o-APEO0,5)22 mesurées à trois jours d'intervalle(J : · · · , J +3 : · · · ). Mesures réalisées sur une surfae d'analyse de 3,25 × 10−9 m2 ave unepuissane laser de 3,1 mW (λexc = 515 nm, 10 MHz, 400 fs).mirosope en verre. Une fois séhé, l'éhantillon est irradié ave un laser (λexc = 515 nm)d'une puissane de 3,1 mW (10 MHz, 400 fs).Pour un même éhantillon de NPFs, nous nous sommes aperçus que les NPFs étu-diées une à une n'avaient pas la même inétique de photodégradation. De plus, un mêmeéhantillon analysé à trois jours d'intervalle ne présente pas exatement le même délinde photoblanhiment (Figure 5.14). Nous avons don préféré étudier un ensemble deNPFs a�n d'avoir une onstante de photoblanhiment la plus représentative de l'éhan-tillon. Les délins de photodestrution sont omplexes, multiexponentiels. Ils peuvent êtreajustés par une fontion biexponentielle déroissante mais nous avons préféré aluler desonstantes de photodégradation moyennes, omme dans le as des délins de �uoresenemultiexponentiels. Ces onstantes de photodégradation moyennse (τD) ont été alulées àl'aide de l'équation 3.2 et les valeurs sont résumées dans le Tableau 5.15. Bien que lesdélins paraissent di�érents pour les di�érentes NPFs et à di�érents jours, les valeurs desonstantes de temps moyennes sont du même ordre de grandeur (entre 680 et 750 s).Le rendement de photodégradation peut s'exprimer sous la forme :
ΦD =

hcNAS0

τDW0λεln10
(5.4)où : ΦD rendement de photodégradation

τD onstante de temps de photoblanhiment (s)h onstante de Plank (W.s2) élérité de la lumière (m.s−1)
NA nombre d'Avogadro (mol−1)



5.6. Caratéristiques spetrosopiques des NPFs à di�érentes ouronnes àbase de PEO, AA et APEO 183
S0 setion élairée (m2)
W0 puissane du laser (W)
λ longueur d'onde de la lumière envoyée sur l'éhantillon (m)
ε oe�ient d'extintion molaire de la moléule analysé à la longueur d'onde

λ (m2.mol−1)Les valeurs des rendements de photodégradation sont résumées dans le Tableau 5.15.Tous es rendements sont du même ordre de grandeur, entre 3,39 et 3,73 × 10−7. Les ren-dements de photodestrution de BODIPY isolés sont de l'ordre de 3 × 10−5 [338℄. LeBDPMA opolymérisé ave du styrène présente don un rendement de photodégradationenviron 100 fois inférieur à elui d'un �uorophore libre, et e quelle que soit la ouronnehydrophile de NPFs. Wittmerhaus et oll. ont étudié la photostabilité de BODIPY om-meriaux dispersés dans des latex de PS de 40 nm de diamètre [339℄. Les onstantes detemps de photoblanhiment déterminées sont environ deux fois supérieures à elles des�uorophores isolés. Il semble don que les BDPMA opolymérisés au styrène présententune meilleure photostabilité que des BODIPY dispersés dans une matrie.Tableau 5.15 � Résultats expérimentaux des mesures de photodégradation pour deux types deNPFs réalisées sur une surfae d'analyse de 3,25 × 10−9 m2 ave une puissane laser de 3,1 mW(λexc = 515 nm).Exp ouronne τD / s ΦD / × 10−7CG174B PEO-b-PAA15 722 3,52CG171C - J P(AA0,5-o-APEO0,5)22 751 3,39CG171C - J+3 P(AA0,5-o-APEO0,5)22 681 3,73Les NPFs à base de BDPMA ont don des rendements de photoblanhiment faibles,quelle que soit la nature de la ouronne hydrophile des NPFs.Par ailleurs, la brillane des NPFs à ouronnes P(AA0,5-o-APEO0,5)22 est de 7 × 107m−1.mol−1.L, e qui est du même ordre de grandeur que les NPFs à ouronne PEO-b-PAA(B = 8 × 107 m−1.mol−1.L).Cela en fait don des objets intéressants pour l'imagerie de �uoresene.



184 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFs5.7 Tests préliminaires d'inubation de ellules eua-ryotes ave les NPFs à di�érentes ouronnesNous avons voulu tester l'interation des NPFs ayant di�érentes ouronnes hydrophilesave des ellules euaryotes. Pour ela, des ellules anéreuses adhérentes de la lignéeHeLa ont été inubées ave di�érentes NPFs (f. �7.2.5 pour plus de détails). Des NPFs àune onentration allant de 8µg/mLPBS à 200µg/mLPBS ont été mises en ontat ave desellules déposées dans des puits et lavées de leur milieu de ulture. Les ellules inubéessont plaées 30 minutes à 37�C (100 % humidité, 5 % CO2) puis rinées deux fois ave duPBS et analysées sous mirosope optique à �uoresene. Une expériene préliminaire amontré que la onentration en NPFs optimale pour observer les ellules marquées est de67 µg/mLPBS.Les lihés de �uoresene (images en intensité) des ellules HeLa inubées ave lesdi�érentes NPFs sont présentés Figure 5.15. Dans tous les as, la �uoresene des NPFsest observée. Il semble que, quelle que soit la nature de la ouronne hydrophile, il y aitune interation des NPFs ave les ellules. Il est di�ile de onlure si les NPFs ont étéinorporées dans les ellules (par des méanismes d'endoytose) ou si elles sont seulementadsorbées à la surfae des ellules. Néanmoins, la présene de zones sombres au ÷ur desellules laisse penser qu'une partie des NPFs sont internalisées, laissant alors apparaîtrele noyau, ar les NPFs ne peuvent pas y pénétrer. Quoi qu'il en soit, il n'est pas possiblede disriminer si un type de ouronne permet une meilleure pénétration ou adsorptionsur les ellules ave des tels lihés. Des expérienes menées en utilisant di�érents tempsd'inubation des NPFs pourraient permettre de ompléter ette étude.De plus, des expérienes de toxiité des NPFs ave es di�érentes ouronnes hydrophilesseraient également intéressantes.
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Figure 5.15 � Clihés de �uoresene de ellules HeLa inubées en présene de NPFs ([NPFs℄ =67 µg/mLPBS, λexc = 488 nm, λF = 508-675 nm) ayant di�érentes ouronnes hydrophiles, puisrinées par du PBS. De gauhe à droite et de haut en bas, ouronnes : PEO-b-PAA15, PAPEO11,P(AA0,5-o-APEO0,5)22, P(AA0,5-o-APEO0,5)12. Éhelle (les nombres indiqués en absisses eten ordonnées orrespondent à des pixels) : 100 pixels = 21,5 µm.



186 5. Modi�ation de la ouronne hydrophile des NPFs5.8 ConlusionÀ travers e hapitre nous avons vu la synthèse de NPFs à ÷ur BDPMA opolymériséau styrène présentant di�érents types de ouronnes hydrophiles à base d'aide aryliqueet d'arylate de PEO, de type PAPEO11 ou P(AA0,5-o-APEO0,5)12 ou 22. Des NPFs d'undiamètre nanométrique ont pu être obtenues par le proédé "one-pot". Le ontr�le de lapolymérisation est assuré pour toutes es synthèses de NPFs.La synthèse de es NPs à ouronnes à base d'aide arylique et d'arylate de PEO età ÷ur PS, �uoresentes ou non, par un proédé de polymérisation radialaire ontr�léeen miniémulsion n'avait, à notre onnaissane, jamais été réalisée. Il s'agit don d'objetsoriginaux.Les NPFs à ouronne PEO-b-PAA préipitent fortement en milieu aide, ontrairementaux NPFs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5) ou PAPEO. Ce phénomène est réversiblelorsque les NPFs sont redispersées à des pH > 6. Le potentiel ζ des NPFs à ouronnePEO-b-PAA et P(AA0,5-o-APEO0,5)22 a pu être déterminé. Il est globalement négatifpour des pH allant de 4 à 8. En�n, le nombre d'agrégation de es deux types de ouronnea pu être déterminé à l'aide des lihés de mirosopie életronique à transmission et pardi�usion statique de la lumière, donnant des résultats similaires.Les aratéristiques spetrosopiques de es NPFs ont été étudiées. Étonnamment, lerendement quantique et la durée de vie de �uoresene semblent dépendants de la naturede la ouronne hydrophile. Ce phénomène a été attribué d'une part à la polarité des unitésmonomères de la ouronne hydrophile les plus prohes du ÷ur des NPFs (et don desBDPMA), et d'autre part à la densité des haînes à la surfae du ÷ur des NPFs. Lespartiules à ouronnes à base d'aide arylique et d'oxyde d'éthylène (PEO-b-PAA etP(AA0,5-o-APEO0,5)22) présentent des rendements de photodégradation faibles, e quiest intéressant pour des appliations en imagerie de �uoresene.Les NPFs ayant di�érentes ouronnes hydrophiles ont en�n été analysées en présenede ellules de type HeLa. Il existe une interation entre les ellules et les NPFs quelquesoit leur ouronne mais il est di�ile de onlure à une internalisation des NPFs ou à unesimple adsorption.À des �ns d'utilisation de es NPFs en senseurs ou en biologie, il peut être intéres-sant d'en fontionnaliser la surfae. Le hapitre suivant présentera la mise au point desonditions de gre�age de la surfae des partiules à di�érentes ouronnes par une himiede ouplage peptidique.



Chapitre 6 : Fontionnalisation de la surfae desNPFsDans les hapitres préédents, nous avons vu qu'il était possible de synthétiser desNPFs ayant des propriétés spetrosopiques intéressantes et que la nature de la ouronnehydrophile de es NPFs pouvait être hangée.A�n de réaliser la synthèse de nanosenseurs �uoresents ou de marqueurs pour l'ima-gerie biologique, il paraît intéressant de fontionnaliser la surfae des NPFs. Cela est rendupossible par la présene des aides arboxyliques sur la ouronne, pouvant réagir ave desmoléules à fontion amine par ouplage peptidique.Ainsi, divers types de gre�ages ont été réalisés. Dans un premier temps, des moléulessimples ont été gre�ées sur la surfae des NPs a�n de démontrer la faisabilité du ouplageet de le aratériser failement. Ensuite, divers types de moléules halohromes 1 ont étéattahées à la ouronne des NPFs a�n de réaliser des nanosenseurs de pH. En�n, la biotine,une moléule d'intérêt biologique, et des protéines ont été introduites à la surfae des NPs.6.1 Fontionnalisation par de petites moléules hydro-philes à fontion amine6.1.1 Conditions expérimentalesUne himie de ouplage lassique onsiste à faire réagir un aide arboxylique aveune amine primaire ou seondaire a�n d'obtenir une amide. Malheureusement, la réationentre un aide arboxylique et une amine primaire n'est pas inétiquement favorable. A�nd'ativer la vitesse de réation, des moléules de type arbodiimide sont généralement uti-lisées a�n de transformer l'aide arboxylique en ester ativé (exemple Shème 6.1 avel'EDC : 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)arbodiimide). L'amine vient alors réagir surl'ester ativé et une fontion amide est réée. Ces réations peuvent être menées dans l'eau.Dans e as-là, pour que l'ester ativé soit stable, il est reommandé de réaliser la réa-tion dans l'eau légèrement aide (pH 4-6), la plupart du temps à température ambiante.L'ester ativé à partir des arbodiimides pouvant failement s'hydrolyser dans l'eau, leN-hydroxysuinimide (NHS) ou sa forme sulfonée (sulfo-NHS) ou enore l'hydroxyben-1. moléule hangeant de ouleur en fontion du pH.187



188 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFszotriazole (HOBt) sont souvent employés en omplément ar l'ester ativé formé est plusstable [340, 341℄. Les réations sont alors généralement menées dans l'eau à températureambiante dans des milieux tamponnés entre 6 et 7,5.Les exemples de gre�age du PAA par des moléules à fontion amine sont nombreuxet les onditions de gre�age extrêmement variées. On peut noter par exemple que l'équipede Wooley et oll. rétiule des NPs à ÷ur PS et à ouronne PAA en gre�ant de petitesmoléules à fontion diamine dans l'eau, en présene d'EDC (nEDC = nAA) [342℄. Hoven etoll. ont, quant à eux, gre�é une biotine à fontion amine ou une protéine sur des surfaesprésentant des brosses de PAA en utilisant l'EDC et le NHS à pH 4,5 [343℄.
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Shème 6.1 � Couplage peptidique entre un poly(aide arylique) et une moléule à fontionamine, ativé par l'EDC.En nous basant sur es résultats, nous avons mené des premières expérienes de ou-plage sur des NPs à ÷ur PS et à ouronne PEO-b-PAA≈10 en présene d'EDC et NHS(nEDC = nNHS = nAA× 4) à pH 7 et à température ambiante. Malheureusement, les NPspréipitent lors de l'ativation de l'ester. Les mêmes résultats sont obtenus lorsque leHOBt est utilisé à la plae du NHS.Mihielsen et oll. se sont intéressés au gre�age de PAA sur du nylon 6,6 [344℄. Ils ontmontré qu'il n'y a pas d'amélioration du ouplage si du NHS est utilisé en omplémentde l'EDC. De plus, le ouplage est plus e�ae si nEDC > nAA× 2 ertainement à aused'une hydrolyse partielle de l'ester ativé. En�n, ils onseillent de mener les gre�ages àfaible température (vers 0�C) a�n, enore une fois, d'éviter l'hydrolyse de l'ester ativé.En se basant sur es résultats, le NHS a alors été éliminé de la formulation des gre�ages.Cette fois-i, l'hydrolyse de l'ester ativé est très rapide si le pH est supérieur à 7. Or,rappelons que les partiules de type PEO-b-PAA préipitent à des pH < 6. De plus, l'amineest plus réative si elle-i n'est pas sous sa forme protonée. Il faudrait don travailler àdes pH supérieurs à 8 pour optimiser la réation de l'amine (pKa ≈ 8-9) sur l'ester ativé.Ces onditions de pH sont don inompatibles.Nous avons don hoisi de travailler à des pH ompris entre 8 et 9 et à 4�C et enutilisant nEDC = nAA× 4 a�n d'optimiser les onditions expérimentales tout en diminuantles risques d'hydrolyse de l'ester ativé. Ces onditions sont résumées sur la Figure 6.1 etseront les mêmes quelle que soit la nature du ÷ur ou de la ouronne des NPs. La quantitéd'amine varie, quant à elle, de 0,1 à 1 équivalent selon la nature de la moléule gre�ée et



6.1. Fontionnalisation par de petites moléules hydrophiles 189la quantité à introduire dans la ouronne désirée. Dans tous les ouplages, l'amine et lesNPs sont mélangées et plaées à 4�C, puis une solution d'EDC dans l'eau est ajoutée. Lesréations sont poursuivies durant 12h. En�n les NPs sont puri�ées par dialyse pendantune semaine sur des membranes de pores 12-14 kDa pour les petites moléules organiqueset 300 kDa pour les protéines.

Figure 6.1 � Conditions de pH et de T optimisées pour un ouplage peptidique entre les NPFset une amine, ativé par l'EDC.6.1.2 Caratérisation des gre�agesUne méthode lassique pour aratériser la formation d'une liaison peptidique estd'utiliser la spetrosopie infra-rouge. Malheureusement, les NPs ont une struture om-plexe ontenant entre 3 et 4 monomères di�érents et de nombreuses bandes vibrationnellessont visibles sur le spetre avant gre�age. De plus, le gre�age, même s'il était 100 % e�-ae, ne onernerait en moyenne que dix unités aides sur les (environ) 200 unités oxydesd'éthylène et styrènes du opolymère. La bande aratéristique de l'amide n'est don pasobservable.De même, une étude des NPs polymères par RMN du 1H dans le D2O ne permet pasde disriminer les protons apportés par la moléule gre�ée parmi tous les protons déjàprésents dans le opolymère.En�n, le test de Kaiser [345℄, un test olorimétrique à la ninhydrine permettant dequanti�er le nombre d'amines, a été réalisé. Il s'agit de mettre en présene l'amine et laninhydrine, du phénol, de la pyridine et du yanure de potassium, le tout dans l'étha-nol. Après 10 min. de hau�age à 50�C, un omplexe aratéristique ninhydrine/aminede ouleur bleue se forme. En ayant au préalable établi une ourbe d'étalonnage pourun ouple ninhydrine/amine, il est alors possible de quanti�er l'amine présente dans lemilieu (i.e. la quantité d'amine n'ayant pas réagi). Malheureusement, les NPs à ÷ur PSpréipitent dans l'éthanol. Le test ne peut être réalisé ni dans l'eau ni dans des mélangeseau/éthanol (jusqu'à 40/60) ar le omplexe ninhdrine/amine n'est pas stable. Les sol-vants THF, dioxane, aétone, ne permettent pas la formation du omplexe aratéristique



190 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFsde ouleur bleue (solutions de ouleur jaune à marron). Le toluène et l'aétate d'éthylene sont pas misibles à l'eau et le test ne peut don être réalisé. La aratérisation desgre�ages par le test de Kaiser a don été abandonnée, faute de solvant adéquat.Deux autres méthodes permettant de mettre en évidene des modi�ations himiquessont la miroanalyse élémentaire et les mesures de potentiel ζ . Ces méthodes ont pu êtreappliquées ave suès sur nos systèmes. La première permet de quanti�er l'e�aité dugre�age, alors que la seonde permet de mettre en évidene la modi�ation de la hargede surfae.Miroanalyse élémentaireLa miroanalyse élémentaire est une méthode de hoix pour quanti�er la présene d'unélément vis-à-vis d'un autre. Le gre�age que nous avons herhé à quanti�er est elui del'éthanolamine (EtOHNH2) sur des NPs à ÷ur PS et à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22ou PEO-b-PAA15. L'intérêt de l'éthanolamine pour quanti�er e gre�age est que, avantou après gre�age, la quantité d'oxygène n'est pas modi�ée dans la haîne du opolymère(l'oxygène de l'éthanolamine remplae elui perdu sur l'aide arboxylique), alors qu'unazote est inorporé par moléule (amené par l'éthanolamine). En dosant le pourentagemassique d'azote par rapport à elui de l'oxygène, il est alors possible de quanti�er legre�age.Les ontraintes de ette méthode d'analyse sont qu'elle néessite que les NPs gre�éessoient parfaitement propres avant l'analyse et que elles-i se présentent sous forme depoudre. Pour ela, les NPs ont été lyophilisées durant 24h après dialyse. De plus, environ5 mg doivent être fournis par élément à doser e qui néessite de réaliser les gre�ages surau moins 15 mg de polymère.Les résultats d'analyse des NPs à di�érentes ouronnes hydrophiles gre�ées par l'étha-nolamine (nEtOHNH
2
= nAA× 3) dans les onditions du �6.1.1 sont résumés dans le Ta-bleau 6.1. Pour haque élément dosé, deux mesures ont été réalisées.Tableau 6.1 � Résultats des dosages de l'azote et l'oxygène par miroanalyse élémentaire pourle gre�age de l'éthanolamine sur les NPs à di�érentes ouronnes hydrophiles.Exp ouronne [% N℄/[% O℄a100% [% N℄/[% O℄bexp taux de gre�age / %G70 P(AA0,5-o-APEO0,5)22 0,074 0,041 (+− 0,02) 56 (+− 3)G71 PEO-b-PAA15 0,170 0,105 (+− 0,03) 62 (+− 4)

a Rapport des pourentages massiques en azote et en oxygène si le gre�age est de 100 %. bMoyenne sur deux mesures des rapports des pourentages massiques en azote et en oxygènemesurés expérimentalement par miroanalyse élémentaire (et éart aux mesures).Pour les ouronnes de type P(AA0,5-o-APEO0,5)22, le taux de gre�age est de 56 %



6.1. Fontionnalisation par de petites moléules hydrophiles 191et pour les ouronnes de type PEO-b-PAA15, il est de 62 %. Sahant que les résultatssont donnés à 5-6 % (sur la valeur), l'e�aité de gre�age ne présente pas de di�érenesigni�ative pour les deux types de NPs.Il est don possible de gre�er des moléules à fontion amine sur la ouronne des NPsonstituée d'aides arboxyliques, ave un taux de gre�age d'environ 60 % pour l'éthano-lamine, quelle qu'en soit leur nature. La ouronne des NPs est alors onstituée d'un o-polymère d'aide arylique, de N -(2-hydroxyéthyl)arylamide (AEtOH) et de poly(oxyded'éthylène).Potentiel ζComme ela a déjà été évoqué dans le hapitre préédent, la mesure de potentiel ζ estune méthode de hoix pour aratériser la harge apparente de dispersions olloïdales.L'expériene préédente des NPs à ouronne PEO-b-PAA15 gre�ées par l'éthanola-mine a été aratérisée par des mesures de potentiel ζ à di�érents pH (Tableau 6.2).Contrairement aux ouronnes "nues", les ouronnes gre�ées ne préipitent pas en milieuaide (et présentent le même diamètre hydrodynamique qu'avant gre�age). Il est donpossible de les analyser à des pH < 5. Pour e type de ouronne gre�ée, nous n'observonspas d'évolution du potentiel ζ ave le pH.Tableau 6.2 � Potentiels ζ (mV) mesurés dans l'eau à une onentration en NaCl de 14 mM, à25�C, pour di�érents types de partiules et à di�érents pH (tampons phosphate/itrate 1mM).Exp ouronne moléule(s) pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8gre�ée(s)PEO-b-PAA19 -16 -17 -17PEO-b-PAA15 -20 -17 -14 -16P(AA0,5-o-APEO0,5)22 -12 -26 -28 -24G46 PEO-b-PAA15 EtOHNH2 -16 -14 -12 -15G63 PEO-b-PAA19 Et(NH2)2 +5 -2 -11 -15 -14G64 P(AA0,5-o-APEO0,5)22 Et(NH2)2 +10 +2 -15 -16G65 P(AA0,5-o-APEO0,5)22 PEO3(NH2)2 -9 -11 -14A�n d'observer une variation du potentiel ζ ave le pH, nous avons gre�é des moléulesà fontion diamine sur les partiules. Ainsi, pour des pH inférieurs à leur pKa (environ 8-9), es moléules devraient être hargées positivement. De l'éthylène diamine (Et(NH2)2)et de la 4,7,10-trioxa-1,13-tridéanediamine (PEO3(NH2)2) ont été gre�ées sur des NPs àouronne PEO-b-PAA19 et P(AA0,5-o-APEO0,5)22. Si l'on estime que le taux de gre�ageest similaire à elui de l'éthanolamine sur le même type de NPs, les partiules devraientalors avoir une harge globale soit positive, soit neutre, soit négative selon le pH.



192 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFsLes NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 ou PEO-b-PAA19 gre�ées Et(NH2)2 sontnégatives pour des pH allant de 6 à 8, presque neutres à pH 5 et positives à pH 4. Desétudes par MET montrent par ailleurs que les NPs après gre�age ont le même diamètreet ne semblent pas rétiulées entre elles (f. Figure 6.21, Figure 6.22).Le gre�age d'éthylènediamine est don possible sur les NPs à ouronne PEO-b-PAA etP(AA0,5-o-APEO0,5)22. Dans les onditions employées, auune rétiulation n'est observée.De plus, les NPs obtenues présentent un aratère amphotère et sont stables quel que soit lepH utilisé. Cela peut être intéressant en terme d'appliations en biologie a�n de modulerl'interation des NPs ave la surfae de batéries ou de ellules (qui sont globalementhargées négativement).En�n, une moléule à fontion diamine mais présentant un petit groupement PEOde 3 unités (PEO3(NH2)2) a été gre�ée sur les NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22.Étonnamment, la harge est négative quel que soit la valeur du pH. Le potentiel ζ estnéanmoins moins négatif dans les milieux basiques pour les NPs gre�ées que pour lesNPs originelles. Cela pourrait éventuellement venir d'une rétiulation inter-haînes ausein de la ouronne des NPs, e qui rejoindrait le travail de Wooley et oll. [342℄, oud'une moins bonne réativité de ette moléule qui présente un plus grand enombrementstérique que les moléules préédentes 2. De plus, rappelons que les NPs ouvertes de PEOprésentent un potentiel ζ négatif, il n'est don pas improbable que, malgré la fontionamine introduite, le potentiel ζ des NPs reste négatif.6.1.3 Inubation de ellules euaryotes ave des NPFs fontion-naliséesCaratérisation des NPFs utilisées en présene des ellulesLes NPFs à ÷ur P(S-o-BDPMA) et à ouronne à base d'oxyde d'éthylène et d'aidearylique sont hargées négativement pour des pH supérieurs à 6. Il est possible de gre�erenviron 60 % d'éthanolamine sur les fontions aide des ouronnes hydrophiles des NPFs.Ainsi, les NPFs sont toujours globalement hargées négativement mais leur harge estdiminuée.Les NPs à ÷ur P(S-o-BDPMA) et à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 ou PEO-b-PAA15 gre�ées éthanolamine ont été aratérisées par des mesures de spetrosopie de�uoresene et de photoblanhiment (Tableau 6.3).Pour les deux types de ouronnes, les NPFs après gre�age présentent un rendementquantique de �uoresene inférieur à elui des NPFs avant gre�age. A�n d'essayer deomprendre e phénomène, les NPFs à ouronne PEO-b-PAA15 ont été dialysées ou ontété mises en présene de EDC puis dialysées. Dans le premier as, le rendement quantiquede �uoresene est de 31 %, et dans le seond as de 24 %. Il y a don, d'une part,2. Pour e gre�age, il n'a pas été possible de réaliser un dosage des fontions gre�ées par miroanalyseélémentaire par manque de matière.



6.1. Fontionnalisation par de petites moléules hydrophiles 193Tableau 6.3 � Caratéristiques spetrosopiques des NPFs à di�érentes ouronnes hydrophileset ÷ur P(S-o-BDPMA) avant et après gre�age par l'éthanolamine.ouronne λabs λF ΦF ΦDnm nm × 10−7PEO-b-PAA15 529 544 0,39 3,52PEO-b-P(AA0,4-o-AEtOH0,6)15 529 544 0,26 4,11P(AA0,5-o-APEO0,5)22 529 544 0,52 3,56P(AA0,2-o-AEtOH0,3-o-APEO0,5)22 529 544 0,46 -

Figure 6.2 � Clihés de �uoresene de ellules HeLa inubées en présene de NPFs ([NPFs℄ = 67
µg/mLPBS, λexc = 488 nm) ayant di�érentes ouronnes hydrophiles, puis rinées par du PBS. Degauhe à droite et de haut en bas, ouronnes : PEO-b-PAA15, PEO-b-P(AA0,4-o-AEtOH0,6)15,P(AA0,5-o-APEO0,5)22, P(AA0,2-o-AEtOH0,3-o-APEO0,5)22. Éhelle : 100 pixels = 21,5 µm.



194 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFsun e�et de la dialyse sur le rendement quantique de �uoresene des NPFs, et d'autrepart, un e�et de l'EDC. Il pourrait éventuellement s'agir d'une réorganisation des haîneshydrophiles. En e�et, les BDPMA étant loalisés prinipalement à la surfae du ÷urdes NPFs, une modi�ation de l'organisation des haînes pourrait éventuellement avoirtendane à les rapproher et ainsi à diminuer le rendement quantique de �uoresene.L'in�uene de la nature de la ouronne hydrophile sur le rendement quantique et la duréede vie de �uoresene a déjà été notée dans le hapitre préédent.En e qui onerne le rendement de photodégradation, il est du même ordre de gran-deur avant et après gre�age.
Inubation des ellules ave des NPFs gre�ées éthanolamineDes ellules HeLa ont été inubées en présene de es NPFs gre�ées présentant moins deharges négatives que leurs préurseurs (Figure 6.2). Les ellules présentant une hargeglobalement négative, il est ouramment admis qu'elles internalisent plus failement lesNPFs hargées positivement. Tout omme dans le as préédent de ellules inubées enprésene de NPFs ayant di�érentes ouronnes (Figure 5.15), il est di�ile d'évaluer siles NPFs sont à la surfae ou à l'intérieur des ellules. Elles sont a priori dans l'espaemembranaire de la ellule. Il ne semble pas y avoir de di�érene entre les NPFs avant ouaprès gre�age.Il aurait été intéressant de tester l'inubation de ellules HeLa ave les NPFs fontion-nalisées par l'éthylènediamine, hargées positivement pour des pH 6 5, mais ela n'a paspu être e�etué par manque de temps.6.1.4 ConlusionIl est possible de gre�er des petites moléules hydrophiles à fontion amine (telles quel'éthanolamine ou l'éthylènediamine) à la surfae des NPFs. Le gre�age a pu être quanti�épar miroanalyse élémentaire et le potentiel ζ des NPFs a pu être mesuré.Les NPFs gre�ées par l'éthanolamine voient leur rendement quantique de �uoresenehuter par rapport aux partiules avant gre�age. Ce phénomène n'a pas pu être expliquémais pourrait être dû à une réorganisation des haînes de la ouronne hydrophile desNPFs.En�n, des ellules anéreuses ont été inubées en présene de es NPFs. L'imagerie de�uoresene ne montre pas de di�érene notable de omportement avant et après gre�age.



6.2. Fontionnalisation par des moléules sensibles au pH 1956.2 Fontionnalisation par des moléules sensibles aupHLa surfae des NPFs peut être modi�ée par ouplage peptidique entre les aides ar-boxyliques portés par le PAA et une moléule à fontion amine. En gre�ant des moléuleshalohromiques, il est possible de réaliser des nano-senseurs de pH. La plupart du tempses modulations sont dues à l'existene d'une espèe aide (A) et d'une espèe basique(B) ayant une signature spetrosopique di�érente. Ces moléules gre�ées peuvent êtreregroupées en deux familles :� les moléules qui ne �uoresent pas (ou très peu, ΦF < 0,1 %) mais dont les spetresd'absorption des formes A et B sont di�érents ;� les moléules �uoresentes dont l'intensité de �uoresene est modulée ave le pH.Dans le premier as, si la moléule gre�ée présente sous sa forme aide ou basique unreouvrement spetral ave, par exemple, le BDPMA et qu'elle est spatialement prohe deelui-i, il sera possible d'avoir une modulation de l'inhibition de �uoresene par transfertd'énergie de type FRET en fontion du pH.Dans le seond as, en mesurant à un pH donné l'émission de �uoresene d'une sondepar rapport à l'autre, il doit être possible de réaliser un senseur de pH ratiométrique. Cetype de senseur prend tout son intérêt pour mesurer notamment le pH intra-ellulaire oudans tout milieu biologique dans lequel les sondes pH lassiques ne sont pas adaptées.Ainsi, en ayant au préalable réalisé une droite d'étalonnage, il doit être possible de dé-terminer le pH des milieux biologiques en s'a�ranhissant des problèmes d'appareillage(�ltres, ǫ des milieux analysés...) ou d'e�ets de onentrations.Le pKa des indiateurs de pH est généralement hoisi autour de 6-7 ave une zonede transition vers 5-8 a�n d'être au mieux adapté aux milieux biologiques. Des pKa plusaides (vers 3-4) peuvent néanmoins être intéressants pour sonder des milieux partiuliè-rement aides tels que les bio�lms développés sur la plaque dentaire.6.2.1 Gre�age du Neutral RedLe Bleu de Bromothymol (BBT, Shème 6.2) et le Neutral Red (NR, Shème 6.3)ont été retenus omme moléules halohromiques adaptées pour nos systèmes. En e�et, leBBT présente un pKa de 7,10 [346℄, est jaune (λabs = 432 nm) pour des pH inférieurs à 6 etbleu (λabs = 617 nm) pour des pH supérieurs à 7,6. En milieu aide le spetre d'absorptiondu BBT est don déorrélé du spetre d'émission de �uoresene du BDPMA (λF = 544nm), alors qu'en milieu basique il y a reouvrement spetral entre le spetre d'absorptiondu BBT et le spetre d'émission du BDPMA. En milieu aide, la �uoresene du BDPMAdevrait don pouvoir être observée alors qu'en milieu basique elle devrait être inhibée.Cependant, le BBT ne porte pas de fontion amine, il faut don au préalable le mo-di�er a�n de pouvoir le gre�er sur les NPFs. Les positions hydroxyles ne peuvent pas



196 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFsêtre utilisées ar ela hangerait les propriétés de sensibilité au pH de la moléule. Unesubstitution en position ortho des noyaux aromatiques bromés n'est pas non plus possible,à ause de l'enombrement stérique engendré [347, 348℄. Il faudrait don synthétiser unemoléule équivalente au BBT en ayant au préalable modi�é le noyau aromatique sulfoné,e que nous n'avons pas envisagé de faire.
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OHShème 6.2 � Bleu de Bromothymol sous sa forme aide.Le Neutral Red est une moléule sensible au pH dont les propriétés sont intéressantespour sonder les milieux biologiques, ar sa zone de transition de pH se situe entre 5,5 et8 et son pKa est de 6,8 [349℄. Cette moléule apparaît rouge sous sa forme aide (λabs =535 nm) et jaune sous sa forme basique (λabs = 458 nm), ave un point isobestique à 479nm. Cette sonde est également onnue pour ses propriétés d'oxydo-rédution [350℄.
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ε = 14650 L.cm-1.mol-1Shème 6.3 � Formes aide et basique du Neutral Red.Le Neutral Red possède ainsi un spetre d'absorption sous sa forme aide qui reouvrele spetre d'émission de �uoresene du BDPMA, alors que sous sa forme basique les deuxspetres sont déorrélés (Figure 6.3). Pour des NPFs à ÷ur BDPMA (3 BDPMA/haîne,
ΦD = 0,20), le rayon de Förster a été estimé à 4,2 nm pour la forme aide et à 2,8 nmpour la forme basique du NR. Pour des moléules dont la distane est égale au rayon deFörster, le transfert d'énergie est e�ae à 50 %. Au-delà, il déroit très rapidement end−6 (où d est la distane entre les moléules).La longueur du blo PAA des ouronnes de type PEO-b-PAA10 peut être estimée dansl'eau à l'aide de l'équation 3.15. Pour le PAA dans l'eau, C∞ ≈ 11 [302℄, don r ≈ 3,2 nm(10 unités AA). Cette valeur est de l'ordre de grandeur du rayon de Förster pour le oupleNR/BDPMA gre�é. Rappelons de plus que le BDPMA est ertainement loalisé sur lasurfae du ÷ur des NPFs. Ainsi, en théorie, en milieu aide la �uoresene du BODIPYdoit pouvoir être éteinte par transfert d'énergie, alors qu'en milieu basique elle ne devraitpeu ou pas être altérée.



6.2. Fontionnalisation par des moléules sensibles au pH 197

Figure 6.3 � Spetres d'absorption du Neutral Red à di�érents pH (-) et spetre d'émissionde �uoresene de NPFs à ouronne PEO-b-PAA et à ÷ur P(S-o-BDPMA) (· · · ), enregistrésdans l'eau.Il existe peu d'exemples dans la littérature où le Neutral Red a été gre�é sur dessurfaes. On peut iter Jeykumari et oll. qui ont gre�é du NR à des nanotubes de arboneouverts d'aides arboxyliques par un ouplage ativé à l'EDC et au NHS, a�n de réaliserdes apteurs à eau oxygénée [351℄ ou à gluose [352℄.Gre�ageLe Neutral Red a été gre�é par un ouplage peptidique à la surfae de partiules àouronne PEO-b-PAA10 et à ÷ur P(S-o-BDPMA3)120 dans les onditions énonées au�6.1.1. Le Neutral Red étant peu soluble dans l'eau, il est solubilisé dans un minimumd'éthanol avant d'être ajouté à la suspension de NPFs. L'éthanol a été hoisi en tant quemauvais solvant du PS et solvant misible à l'eau (maximum 10 % en volume ompara-tivement au volume d'eau �nal). Ainsi, l'ajout de e solvant ne devrait pas faire gon�erle ÷ur des NPFs ontrairement à des solvants omme l'aétone ou le DMSO. Trois ou-plages ont été réalisés, ave trois rapports initiaux de Neutral Red par rapport au BDPMA(NR/BDPMA) : 0,3/1 , 1/1 et 2/1.Les nanopartiules sont puri�ées par dialyse. Durant ette étape, l'eau extérieure à lamembrane, hangée à plusieurs reprises, est fortement olorée dans les premiers jours. Celasigni�e don que le Neutral Red n'est pas gre�é en totalité. Après dialyse, les nanoparti-ules gre�ées Neutral Red semblent moins stables dans l'eau que les nanopartiules viergeset présentent un diamètre hydrodynamique d'environ 100 nm (ontre 65 nm avant). Celapeut être dû au fait que le Neutral Red est peu soluble dans l'eau, par onséquent legre�age du Neutral Red introduit des zones hydrophobes dans la ouronne hydrophile desnanopartiules et les déstabilise.



198 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFsPropriétés spetrosopiques des NPFs gre�éesL'e�et du gre�age du Neutral Red sur les NPs peut être visible à l'÷il nu omme lemontrent les photographies i-dessous prises en milieux aides (pH 2) et basiques (pH 12)(Figure 6.4).

Figure 6.4 � Photographies des NPFs gre�ées NR en milieu aide (pH 2) (haut) et basique (pH12) (bas). Gauhe : à la lumière du jour et droite : sous élairement UV (λexc = 365 nm).Les spetres d'absorption des NPFs gre�ées ave le plus fort taux de NR sont présentésFigure 6.5. Un fond de di�usion plus prononé est observé pour les NPFs gre�ées parrapport aux NPFs avant gre�age. Cela est dû à leur plus grand diamètre. La signaturedu NR sur les NPFs gre�ées est di�ilement observable, seul un léger épaulement estvisible vers 460 nm en milieu basique. Ces résultats sont surprenants dans la mesure oùles oe�ients d'extintion molaire du NR sont relativement élevés pour les formes A etB (supérieurs à 14 000 M−1.m−1).

Figure 6.5 � Spetres d'absorption des NPFs gre�ées ave un rapport initial NR/BDPMA =2/1 dans l'eau, en milieu aide (-) et basique (-) ainsi que des NPFs avant gre�age (-) et duNeutral Red en milieu aide (· · · ) et basique (· · · ). Les spetres ne tiennent pas ompte des εdes di�érentes espèes.Les NPFs présentant di�érents rapports en NR ont été aratérisées par spetropho-tométrie de �uoresene (Tableau 6.4). Quelle que soit la quantité de NR gre�é, lerendement quantique de �uoresene hute dramatiquement omparativement aux NPFs



6.2. Fontionnalisation par des moléules sensibles au pH 199avant gre�age (ΦF = 20 %) et e même en milieu basique. Pour des pH > 8, les spetresd'absorption du NR et d'émission de �uoresene du BDPMA sont supposés être déor-rélés. De plus, lorsque la quantité de NR augmente, le ΦF des NPFs gre�ées diminue. Ilsemble don que le NR inhibe la �uoresene du BDPMA quel que soit le pH. Remarquonsque les spetres d'émission de �uoresene (non présentés) sont identiques avant et aprèsgre�age mais d'intensité plus faible.Tableau 6.4 � Caratéristiques spetrosopiques des nanopartiules à ouronne PEO-b-PAA10et à ÷ur P(S-o-BDPMA3)120 à di�érents taux de Neutral Red gre�é.Exp. NR/haînea NR/BDPMAa Φb
F, A Φb

F, BG25 1 0,3 0,03 0,03G32 3 1 0,01 0,02G23 6 2 0,01 0,01
a Rapports théoriques (alulés par rapport aux quantités de matière initialement introduitespour le gre�age). b Rendements quantiques en milieux aides (A) et basiques (B) des NPFsgre�ées NR.
Modèle du Neutral Red gre�éLes résultats spetrosopiques obtenus pour les NPFs à ÷ur BDPMA gre�ées NRétant déonertants, nous avons analysé un modèle du NR gre�é : le NR portant uneamide à la plae de l'amine. La moléule 19 a ainsi été synthétisée en réalisant un ouplagepeptidique entre le Neutral Red et le hlorure de propionyle dans le THF, en présened'EDC (Shème 6.4).
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PSfrag replaements 19Shème 6.4 � Synthèse du dérivé du Neutral Red servant de modèle de moléule gre�ée.Les spetres d'absorption pour ette moléule à di�érents pH sont visibles sur la Fi-gure 6.6. Il apparaît lairement que les bandes en milieux basique et aide ont été dépla-ées vers le rouge par rapport au Neutral Red. Un déplaement bathohrome des bandesprinipales d'absorption de 45 nm pour la forme basique et de 24 nm pour la forme aideest observé. Dans la partie du spetre visible, trois points isobestiques sont observés, à386, 447 et 504 nm, ontre un seul dans le as du neutral red. De plus, les oe�ientsd'extintion molaire ont largement huté puisqu'ils passent de 22800 à 5600 L.mol−1.m−1pour la forme aide et de 14650 à 2510 L.mol−1.m−1 pour la forme basique. Le rayon



200 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFsde Förster de ette moléule en interation ave des NPFs à ÷ur BDPMA a alors étéalulé. En milieu aide, e rayon vaut 3,8 nm, alors qu'en milieu basique il vaut 3,0 nm.S'il existe un transfert d'énergie des BDPMA vers les NR gre�és, il n'y a pratiquementauune di�érene d'e�aité entre les milieux aides ou basiques.

Figure 6.6 � Spetres d'absorption du omposé 19 à di�érents pH (-) et spetre d'émissionde �uoresene de NPFs à ouronne PEO-b-PAA et à ÷ur P(S-o-BDPMA) (· · · ), enregistrésdans l'eau.Ces observations expliquent d'une part pourquoi les bandes aratéristiques du NeutralRed ne sont pas visibles sur les spetres d'absorption des nanopartiules gre�ées (oe�-ient d'extintion molaire du NR-amide trop faible), d'autre part pourquoi le rendementquantique des NPFs gre�ées hute même sous forme basique.En�n, le pKa du Neutral Red modèle a été évalué, ainsi que sa zone de virage. Pourévaluer le pKa d'un indiateur oloré, des spetres d'absorption de même onentrationmolaire mais à di�érents pH sont enregistrés. Le pKa est alors déterminé à l'aide del'équation de Benesi-Hildebrand :
pH = pKa + log

A− AA

AB − A
(6.1)où : A absorbane de la solution à un pH donnéAA absorbane de la solution où l'espèe aide est seuleAB absorbane de la solution où l'espèe basique est seulequi peut être érite sous la forme :

A =
AA + ABKa10

pH

1 +Ka10pH
(6.2)La Figure 6.7 présente l'évolution de l'absorbane à 560 et à 535 nm en fontiondu pH, respetivement pour les omposés Neutral Red et 19, ainsi que l'ajustement despoints expérimentaux ave l'équation 6.2. Ainsi, le pKa du omposé 19 a pu être estiméà 5,10, alors que elui du Neutral Red est de 6,62 (littérature : 6,8 [349℄). De plus, pour leomposé 19, la zone de transition de pH va de 4 à 6, ontre 5,5 à 8 pour le Neutral Red.



6.2. Fontionnalisation par des moléules sensibles au pH 201

Figure 6.7 � Évolution du maximum d'absorbane des omposés 19 (△, λabs = 560 nm) etNeutral Red (◦, λabs = 535 nm) en fontion du pH. Ajustement des points expérimentaux parl'équation 6.2.En onlusion, il est possible de gre�er une sonde olorimétrique sur la surfae desnanopartiules mais le Neutral Red ne semble pas être une moléule de hoix pour nossystèmes.Par ailleurs, les senseurs de type ratiométrique ont par la suite été étudiés. Ces sen-seurs, partiulièrement intéressants, ont pour prinipe d'avoir une sonde répondant au pHet l'autre non, elle-là servant de référene interne. C'est pourquoi à présent nous nousintéresserons à des moléules �uoresentes sensibles au pH, dérivées de la Rhodamine etde la Fluoreséine.6.2.2 Gre�age d'un dérivé de la Rhodamine BLes Rhodamines sont une famille de olorants à ÷ur xanthène [12℄, photostables,souvent utilisée en tant que olorants lasers. Un des dérivés les plus ourants de ettefamille de moléules est la Rhodamine B. Celle-i présente un pKa de 3,5 [353℄ et est�uoresente sous sa forme aide et non �uoresente sous sa forme basique (Shème 6.5).Dans l'eau, la Rhodamine B absorbe à 562 nm et émet à 583 nm. Cette moléule estdon une bonne andidate pour élaborer des sondes pH ouplées au BDPMA qui émetà 544 nm. Si un transfert d'énergie de type Förster peut avoir lieu entre le BDPMAet la Rhodamine, en exitant séletivement le BDPMA, il doit être possible de mesurerl'émission de �uoresene du BDPMA et de la Rhodamine B à di�érents pH et ainsid'établir une droite d'étalonnage ratiométrique.La Rhodamine B ne peut être gre�ée diretement sur la ouronne des NPFs à base dePAA. Il faut don introduire une fontion amine sur sa struture. Néanmoins, si l'aidearboxylique présent sur le yle en position 9 du noyau xanthène est transformé enamide, la forme fermée n'est plus une latone mais une latame et le pKa de la moléuleest dramatiquement modi�é. Ainsi, Lin et oll. ont montré que plus le groupement portépar l'amide était enombré, plus le pKa était élevé ar la forme spyrolatame a de plus
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pKa = 3,7Shème 6.5 � Rhodamine B sous ses formes aide et basique.en plus de mal à se former [354℄. En introduisant une haîne éthyle, le pKa est d'environ2, alors qu'ave un groupement adamantane le pKa est de 5,8. En nous basant sur estravaux, nous avons tout d'abord synthétisé le omposé 20, dérivé de la Rhodamine Bpossédant une amine (Shème 6.6). Le protoole dérit par Yuan et oll. qui onsiste àformer un hlorure d'aide à l'aide de trihlorure de phosphoryle, puis à le faire réagirave l'éthylènediamine n'a pas fontionné et était assez lourd à mettre en ÷uvre. Yamatoet oll. [355℄ et Shiraishi et oll. [356℄ ont dérit la synthèse de ette même moléule enhau�ant tout simplement à re�ux la Rhodamine B et l'éthylènediamine dans l'éthanol.Ce protoole plus simple a don été retenu (Shème 6.6).
O NN

O

O
éthylènediamine

EtOH, reflux, 24h

O NN

O

N
NH2

ρ = 85 %
PSfrag replaements 20Shème 6.6 � Synthèse du dérivé de la Rhodamine B à fontion amine.Dans es onditions, le gre�age de la Rhodamine 20 a été e�etué sur des NPs à ÷urPS non �uoresentes, ouvertes par une ouronne de PEO-b-PAA. Malheureusement, ettemoléule absorbe trop peu pour être observée sur les nanopartiules (seule la di�usion estobservée en absorbane). En variant le pH, auun hangement n'a pu être observé dansla partie visible du spetre, même à des pH inférieurs à 2.Un modèle de ette moléule sous forme diamide a alors été synthétisé, tout ommedans le as du Neutral Red (Shème 6.7).En faisant varier le pH depuis un pH 12 vers un pH 1, auun hangement de ouleurou de �uoresene n'est observé, la solution reste rose pâle et peu �uoresente. Nous avonsependant remarqué qu'une solution aqueuse aide (pH 1,5) du omposé 21, initialementinolore, devenait rose �uoresente 24 h après sa préparation. À l'inverse, en partant d'unesolution aide et en ajoutant quelques gouttes de base, la solution devient instantanémentinolore. D'après es résultats, nous nous sommes intéressés à la inétique d'ouverture duyle spirolatame par un suivi de l'absorbane de la solution à 562 nm (Figure 6.8).
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PSfrag replaements 20 21Shème 6.7 � Synthèse du modèle 21 du dérivé 20 de la Rhodamine B.Il s'avère que l'ouverture totale du yle met 12h à être réalisée. Cette moléule ne peutdon raisonnablement pas être employée omme senseur de pH.

Figure 6.8 � Suivi inétique par absorbane (562 nm) du passage de la forme fermée (basique)à la forme ouverte (aide) du dérivé de la Rhodamine B 21.Le dérivé de la Rhodamine B sous sa forme amide ne peut être employé omme senseurde pH de par son trop lent équilibre entre les formes aide et basique. Une moléuleappartenant également à la famille des xanthènes est la Fluoreséine. Dans le prohainparagraphe nous verrons l'utilisation de ette moléule également sensible au pH.6.2.3 Gre�age de la FluoreséinamineLes Fluoreséines sont une famille de omposés �uoresents à ÷ur xanthène, toutomme les rhodamines. La Fluoreséine présente inq formes aido-basiques (Figure 6.9).Ses propriétés d'absorption et d'émission de �uoresene sont fortement dépendantes dupH. Nous nous intéresserons prinipalement aux formes  et d dont le ouple présente unpKa de 6,4 [357℄.Les aratéristiques spetrosopiques des formes b,  et d sont résumées dans le Ta-bleau 6.5 [357℄. La forme d est fortement absorbante et �uoresente ave un rendementquantique de 0,93 et émet à 520 nm, alors que la forme  est beauoup moins �uoresenteet émet sous la forme d'une bande large entre 520 et 540 nm. Ces aratéristiques en font
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PSfrag replaements22 Figure 6.9 � Di�érentes formes de la Fluoreséine en fontion du pH (issu de [357, 20℄).une moléule d'intérêt pour l'élaboration de sondes pH ouplées au BDPMA qui absorbeà 528 nm. Ainsi, en milieu basique, en exitant la Fluoreséine, il doit être possible d'ob-server la �uoresene du BDPMA par transfert d'énergie, alors qu'en milieu aide et e�etdoit être beauoup moins prononé.Tableau 6.5 � Caratéristiques spetrosopiques dans l'eau des formes b,  et d de la Fluores-éine (données issues de [357℄).Espèe λabs λF ε ΦF τnm nm 103.L.mol−1.m−1 nsFb 434 - 11 ≈ 0 -Fc 472 520-540 29 0,37 3,0Fd 490 520 77 0,93 4,1Les dérivés les plus utilisés de la Fluoreséine sont la Fluoreséine isothioyanate(FITC), la Fluoreséine-5-thiosemiarbazide (FTC) et la 5(6)-arboxy�uoreséine N -suinimidylester qui possèdent des groupements réatifs permettant de les attaher, entre autres, àdes peptides, protéines, polymères [358, 359℄.Ainsi, Wooley et oll. ont post-fontionnalisé des opolymères à blo de PEO45-b-PVBA-TTC-C12 (PVBA : polyvinylbenzaldéhyde) par la FTC [231℄. Par un assemblagepar la méthode de déplaement de solvants, des nanopartiules de 24 nm de diamètrehydrodynamique, possédant en moyenne 30 �uorophores par partiules sont obtenues. Lerendement quantique de �uoresene est de 22 % et la brillane de 510×103.L.mol−1.m−1.Larpent et oll. ont, quant à eux, post-fontionnalisé des nanopartiules de PS (réti-ulées DVB) ouvertes de groupements amine, par la FITC [176℄. Avant gre�age de laFITC, es NPs sont déjà �uoresentes ar elles ontiennent du 1,9-diphénylanthraène.Les nanopartiules après gre�age ontiennent en moyenne 20 DPA et 55 FITC pour un



6.2. Fontionnalisation par des moléules sensibles au pH 205diamètre hydrodynamique d'environ 20 nm. Leur pKa est d'environ 5,6. Ces NPFs onsti-tuent des senseurs ratiométriques. La même équipe a également fontionnalisé par unehimie lik des NPs de PS ouvertes de groupements azotures par une Fluoreséine et undansyle à fontions alynes [177℄. Ces senseurs de pH ratiométriques ontiennent environ90 Fluoreséines par partiule.Chen, Yi et oll. [360℄ ont opolymérisé un dérivé monomère de la Fluoreséine avedu MMA, un monomère spyropyrane et un tensioatif polymérisable à base de PEO40par une polymérisation en miniémulsion. Les NPs ÷ur/ouronne obtenues mesurent enmoyenne 150 nm de diamètre et ontiennent environ 8000 Fluoreséines.Dans notre travail, nous avons hoisi de travailler ave l'isomère I ommerial de laFluoreséinamine (FA). La Fluoreséinamine présente un rendement quantique de 1,5%,e qui est très inférieur à eux de la Fluoreséine ou de la FITC (76%). Cette hute derendement quantique est due à la présene de l'amine (transfert d'életron photo-induit).Lorsque la FA est transformée en amide, le rendement quantique augmente alors vers80%, selon la nature du groupement porté par l'aide [361℄.
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Shème 6.8 � Isomère I de la Fluoreséinamine (FA).La FA peut être gre�ée sur du PAA par un ouplage peptidique dans l'eau, ativé àl'EDC [362, 363℄. Elle peut également être transformée en monomère à fontion arylamide[364, 365℄. Ainsi, Sun et oll., ont opolymérisé un dérivé arylamide de la FA ave undérivé de la rhodamine B à fontion arylate, dans une matrie d'arylamide rétiulée parle méthylènebis(arylamide) [158℄. La polymérisation est réalisée en miroémulsion inverseeau dans l'huile. Les partiules sont ensuite redispersées dans l'eau. Chaque partiule de50 nm de diamètre ontient en moyenne 5,7 FA et 75 Rh B. Le pKa de la FA gre�ée auxnanopartiules est de 6,6.Delaittre, Cornelissen et oll. se sont intéressés au gre�age de la FA sur des NPs àouronne PEOMA11 ayant un ester ativé suinimidyle en bout de haîne et un ÷urPS100 (assemblage des NPs par la méthode de déplaement de solvants) [366℄. Le nombred'agrégation est estimé par MET à NMETagg = 910. Les auteurs alulent par des mesuresd'absorbane qu'ils gre�ent environ 850 FA par partiule, e qui signi�e que 93 % deshaînes sont fontionnalisées. La légère perte d'e�aité de gre�age est attribuée d'unepart à l'erreur e�etuée sur la mesure, et d'autre part à l'hydrolyse de l'ester ativé dansl'eau. Malheureusement, auune étude spetrosopique en fontion du pH n'a été réalisée



206 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFssur es objets, il s'agissait seulement pour les auteurs de démontrer le prinipe de egre�age.Il n'existe pas à notre onnaissane de nanosenseurs de pH ratiométriques à basede Fluoreséine et de BODIPY. De plus, la plupart des senseurs ratiométriques ont unnombre de �uorophores par partiule limité. Nous pouvons espérer en gre�er plus grâeau grand nombre de fontions aides présentes à la surfae des NPs de type PEO-b-PAAou P(AA-o-APEO).Gre�age de la Fluoreséinamine sur des NPs à ÷ur PS (sans BDPMA)Dans un premier temps, la FA a été gre�ée sur les NPs non �uoresentes à ÷ur PS età ouronne PEO-b-PAA19 ou P(AA0,5-o-APEO0,5)22 (Shème 6.9). Les réations sontréalisées selon les onditions énonées dans le �6.1.1 en hoisissant d'avoir initialementune FA pour dix motifs d'aide arylique. Tout omme dans le as du Neutral Red, laFA est solubilisée dans l'éthanol (maximum 10 % en volume omparativement au volumed'eau �nal) et la solution ajoutée à la dispersion de NPs. Deux heures après le début dela réation, un exès d'éthanolamine est ajouté à la solution a�n de passiver les fontionsaides arboxyliques résiduelles. Ainsi, les NPFs devraient être stables quel que soit le pH(f. �6.1.2). Exeptionnellement es gre�ages sont puri�és par dialyse sur des membranesde pores 300 kDa ar nous avons remarqué que l'utilisation des membranes 12-14 kDa nepermettaient pas d'éliminer toute la FA libre en solution.
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Shème 6.9 � Gre�age de Fluoreséinamine (FA) sur des NPs à ouronne PEO-b-PAA19 ouP(AA0,5-o-APEO0,5)22.Les NPFs gre�ées FA et EtOHNH2 ont tout d'abord été aratérisées par di�usiondynamique de la lumière et par mesures de potentiel ζ . Ces résultats sont résumés dansle Tableau 6.6.Pour les NPs à ouronne PEO-b-PAA19, le diamètre des NPs est sensiblement le mêmeavant ou après gre�age. Les NPs gre�ées ne préipitent plus à pH 4 mais leur potentiel



6.2. Fontionnalisation par des moléules sensibles au pH 207
ζ n'est pas signi�ativement di�érent de elui des NPs avant gre�age. La valeur globale-ment négative du potentiel ζ provient probablement du blo linéaire de PEO présent àl'extrémité des ouronnes hydrophiles.Les NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 gre�ées sont, quant à elles, plus petitesque les NPs avant gre�age (la mesure a été réalisée deux fois à pH 7, D = 70 nm ontre 56nm après gre�age). Cela pourrait être dû à un réarrangement des haînes de la ouronnehydrophile après gre�age. En introduisant des fontions amides au détriment des fontionsaides arboxyliques, la répulsion életrostatique entre haînes est moins grande et don lediamètre hydrodynamique des NPs peut éventuellement diminuer. La valeur du potentiel
ζ des NPs gre�ées est légèrement supérieure à elle des NPs avant gre�age pour des pHentre 6 et 8. À pH 4, le potentiel ζ est quasiment neutre, e qui provient peut-être d'unmoins bon érantage des brosses de PEO omparé au PEO linéaire.Tableau 6.6 � Caratéristiques des NPs à ÷ur PS et à di�érentes ouronnes hydrophiles,gre�ées FA et EtOHNH2. Potentiels ζ (mV) mesurés dans l'eau à di�érents pH ([tampons phos-phate/itrate℄ = 1 mM, [NaCl℄ = 14 mM).Exp ouronne Ga Dz (σ) ζnm pH 4 pH 6 pH 7 pH 8PEO-b-PAA19 80b -16 -17 -17G45 PEO-b-PAA19

√ 73 (0,23) -9 -14 -14P(AA0,5-o-APEO0,5)22 70 (0,12) -12 -26 -28 -24G49 P(AA0,5-o-APEO0,5)22 √ 56 (0,06) -1 -18 -21
a NPFs gre�ées éthanolamine et Fluoreséinamine. b Diamètre hydrodynamique mesuré surl'appareil Cordouan.Remarquons qu'une méthode pour aratériser le suès de es gre�ages serait d'uti-liser la CES en ouplée à la détetion UV-vis. réglée sur le maximum d'absorption dela FA. Malheureusement, es opolymères à base d'aide arylique doivent être méthylésavant d'être analysés par CES. Or, une analyse de l'absorbane de es opolymères aprèsméthylation montre que le spetre d'absorption de la FA a dramatiquement hangé. Il esttrès probable que l'agent de méthylation (TMS) ait également réagi sur la fontion aidearboxylique de la FA et ait altéré ses propriétés spetrosopiques. Ces opolymères ontalors été analysés par CES dans le DMF (+LiBr), analyse qui ne néessite pas d'étapede méthylation grâe aux sels présents dans l'éluant. Malheureusement les opolymères àbase de PS sont peu solubles dans le DMF. De plus, la FA dans e solvant est présentesous sa forme neutre (forme b, Figure 6.9), forme qui absorbe très peu dans le visible(Tableau 6.5). L'analyse des opolymères par la méthode CES ouplée à une détetionUV-vis. n'a don pas donné des résultats interprétables.Les spetres d'absorption et d'émission de �uoresene en fontion du pH des NPs à



208 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFs÷ur PS gre�ées FA (et éthanolamine) sont présentés Figure 6.10 pour les ouronnesPEO-b-PAA19 et Figure 6.11 pour les ouronnes P(AA0,5-o-APEO0,5)22. Les aratéris-tiques de es NPFs sont résumées dans leTableau 6.7. Les NPs à ouronne PEO-b-PAA19absorbent à 494 nm et émettent à 522 nm à pH 8. Un léger déplaement bathohromede es maxima est observé pour les NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22. Les Fluores-éines étant des moléules fortement solvatohromes, e déplaement pourrait être dû àune légère di�érene d'environnement entre les deux types de ouronnes.Pour es deux types de NPs gre�ées, l'intensité d'absorption et l'émission de �uores-ene augmentent lorsque le pH passe de 4 à 8, e qui est dû au passage de la forme  àla forme d de la Fluoreséine. La FA, une fois gre�ée, a don onservé ses propriétés desensibilité au pH.Les rendements quantiques de �uoresene des deux types de NPs (≈ 13 %) sont plusfaibles que pour la Fluoreséine en solution, e qui peut être dû à une trop grande proximitédes FA entre elles et don à une inhibition de �uoresene par formation d'agrégats. Lesdurées de vie moyennes de �uoresene sont également du même ordre de grandeur pourles deux types de NPs, vers 2,2-2,6 ns, quelle que soit la longueur d'onde d'émission de�uoresene (Tableau 6.7, Figure 6.17).Tableau 6.7 � Caratéristiques spetrosopiques des NPs à ÷ur PS et à di�érentes ouronneshydrophiles, gre�ées FA. Mesures réalisées dans l'eau à pH 8 ([tampons phosphate/itrate℄ = 10mM, [NaCl℄ = 140 mM).Exp ouronne λabs λF ΦF τa515 τa543nm nm ns nsG45 PEO-b-PAA19 494 522 0,12 2,2 2,2G49 P(AA0,5-o-APEO0,5)22 497 524 0,14 2,7 2,6
a Durées de vies moyennes alulées à l'aide de l'équation 3.2, mesurées pour λF = 515 ou 543nm, ave λexc = 495 nm.Par des mesures d'absorbane (en prenant εFA gre�ée = 88 × 103.L.mol−1.m−1 à pH 8[367℄) des NPFs après dialyse, il a été possible d'estimer l'e�aité du gre�age de la FA.Pour les NPs à ouronne PEO-b-PAA, environ 5,2 % seulement des FA ont réagi, e quiorrespond à 0,3 FA par haîne et à environ 530 FA par NPFs. Pour les NPs à ouronneP(AA0,5-o-APEO0,5)22, environ 3,0 % des FA ont été gre�ées, e qui orrespond à 0,33FA par haîne, et à environ 340 FA par NPFs. Ces valeurs sont ertainement sous estiméesar l'étape de dialyse peut avoir légèrement dilué les solutions de NPFs et don faussé lealul des onentrations en FA.



6.2. Fontionnalisation par des moléules sensibles au pH 209

Figure 6.10 � Spetres des nanopartiules à ouronne PEO-b-PAA19 gre�ées FA et éthanolamineet à ÷ur PS, enregistrés dans l'eau pour des pH allant de 4,4 à 8 (140 mM NaCl, tamponsphosphate/itrate 10 mM). Gauhe : absorption. Droite : émission de �uoresene (λexc = 495nm).

Figure 6.11 � Spetres des nanopartiules à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 gre�ées FA etéthanolamine et à ÷ur PS, enregistrés dans l'eau pour des pH allant de 4,4 à 8 (140 mM NaCl,tampons phosphate/itrate 10 mM). Gauhe : absorption. Droite : émission de �uoresene (λexc= 495 nm).



210 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFsEn�n, le pKa de la FA gre�ée aux NPs peut être estimé à l'aide de l'équation suivante[1℄ :
I =

IA + IBKa10
pH

1 +Ka10pH
(6.3)où : IA intensité de �uoresene à la longueur d'onde λ en milieu aide

IB intensité de �uoresene à la longueur d'onde λ en milieu basiquePour les deux types de NPs, l'évolution de l'intensité de �uoresene ave le pH estprésenté Figure 6.12. Dans les deux as, le pKa déterminé à l'aide de l'équation 6.3 estidentique et est de 6,55 +
− 0,02. Ce pKa est prohe de elui de l'équilibre entre les formes et d de la Fluoreséine (Figure 6.9).

Figure 6.12 � Évolution du maximum de l'émission de �uoresene (515 nm) des NPs gre�ées FAet éthanolamine à ÷ur PS (+) en fontion du pH (140 mM NaCl, tampons phosphate/itrate 10mM) et ajustement par l'équation 6.3 (-). Gauhe : ouronnes PEO-b-PAA19. Droite : ouronnesP(AA0,5-o-APEO0,5)22.Il est don possible de gre�er de la FA sur des NPs à ouronne PEO-b-PAA19 ouP(AA0,5-o-APEO0,5)22. Ces NPs sont très �uoresentes pour des pH supérieurs à 7,5 etpeu �uoresentes pour des pH inférieurs à 6,0. Elles onstituent don des nanosenseurs depH. Néanmoins, es NPFs ne sont pas des senseurs ratiométriques possédant une sondedont la �uoresene n'évolue pas ave le pH, et une sonde pH-sensible. Dans le prohainparagraphe, e type de senseurs ratiométriques sera étudié.Gre�age de la Fluoreséinamine sur des NPFsA�n de réaliser des senseurs de pH ratiométriques, nous avons fontionnalisé la surfaede NPs à ÷ur P(S-o-BDPMA) et à ouronne PEO-b-PAA15 ou P(AA0,5-o-APEO0,5)22par la Fluoreséinamine dans les mêmes onditions que préédemment.Les spetres d'absorption et d'émission de �uoresene des NPs à ÷ur PS et à ou-ronne gre�ée FA et des NPs à ÷ur P(S-o-BDPMA) et à ouronne "nue" sont présentésFigure 6.13. Il apparaît évident qu'il y a un bon reouvrement spetral entre le spetre



6.2. Fontionnalisation par des moléules sensibles au pH 211d'émission de �uoresene de la FA à pH 8 et le spetre d'absorption du BDPMA. Lerayon de Förster pour e ouple a été estimé à 4,2 nm (alulé ave εBDPMA = 73 ×
103.L.mol−1.m−1 et ΦF NPs gre�ées FA = 0,13). La longueur entre extrémités d'une haînede PAA15 dans l'eau est d'environ 4,8 nm (alulé par l'équation 3.15). Il peut don apriori y avoir du transfert d'énergie e�ae entre les BDPMA présents à la surfae du÷ur des NPs et les FA gre�ées en ouronne.Pour les ouronnes de opolymère, la longueur entre extrémités de haîne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 peut être estimée de la même manière en assimilant les unités APEO à desunités AA. Il est à noter qu'ii nous faisons une estimation très approximative. On trouvealors r ≈ 7 nm. Cette valeur orrespond à l'étirement maximal de la haîne de opolymèredans l'eau. Les FA qui seraient gre�ées en extrémité de haîne seraient trop éloignées pourpermettre un transfert d'énergie e�ae ave les BDPMA situés à la surfae du ÷ur desNPFs. En revanhe, les FA qui seraient gre�ées près du ÷ur des NPFs pourraient réaliserdu transfert d'énergie ave es BDPMA de surfae.

Figure 6.13 � Spetres d'absorption (-) et d'émission de �uoresene (· · · , λexc = 495 nm)enregistrés dans l'eau des NPs à ouronne PEO-b-PAA15 : gre�ées FA et éthanolamine (pH 8,140 mM NaCl, tampons phosphate/itrate 10 mM) et à ÷ur PS (-) et ouronne non modi�éeet ÷ur P(S-o-BDPMA) (-).La FA a alors été gre�ée sur des nanopartiules �uoresentes en suivant le mêmeprotoole que pour le gre�age sur les NPs à ÷ur PS seul.Ces NPFs gre�ées ont été aratérisées par di�usion dynamique de la lumière et po-tentiel ζ (Tableau 6.8). Comme dans le as préédent, le diamètre hydrodynamique desNPFs après gre�age est légèrement inférieur à elui des NPFs avant gre�age. Cela peut,omme auparavant, éventuellement s'expliquer par une réorganisation des haînes de laouronne hydrophile.Pour les NPs à ouronne PEO-b-PAA15, les potentiels ζ avant et après gre�age sontdu même ordre de grandeur. Il a été vu préédemment que les mêmes NPFs gre�éeséthanolamine avaient un potentiel ζ qui n'était pratiquement pas modi�é avant et aprèsgre�age (Tableau 6.2).



212 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFsLes NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 présentent, quant à elles, un potentiel ζdiminué après gre�age quel que soit le pH. Ce potentiel ζ devient même légèrement positifà pH 4.Ces di�érenes observées en terme de potentiel ζ pour les deux types de ouronnes ontdéjà été ommentées auparavant. Il s'agit ertainement pour le as des ouronnes dibloPEO-b-PAA d'un érantage des unités PEO qui donne es valeurs négatives quel que soitle pH.Ces deux types de NPFs ont également été analysées en MET (lihés non présentés).Les mêmes morphologies et diamètres de partiules sont observés avant et après gre�age.Tableau 6.8 � Caratéristiques des NPFs à ÷ur P(S-o-BDPMA) et à di�érentes ouronneshydrophiles, gre�ées FA et EtOHNH2. Potentiels ζ (mV) mesurés dans l'eau à di�érents pH([tampons phosphate/itrate℄ = 1 mM, [NaCl℄ = 14 mM).Exp ouronne Ga Dz (σ) ζnm pH 4 pH 6 pH 7 pH 8PEO-b-PAA15 76 (0,12) -17 -14 - 16G44 PEO-b-PAA15

√ 68 (0,10) -11 -15 -15P(AA0,5-o-APEO0,5)22 77 (0,10) -16 -29 - 36 -30G48 P(AA0,5-o-APEO0,5)22 √ 68 (0,14) +5 -12 -16 -21
a NPFs gre�ées éthanolamine et Fluoreséinamine.Les NPFs gre�ées FA ont par la suité été analysées par spetrophotométrie d'absorp-tion et d'émission de �uoresene (Figure 6.14, Figure 6.15). Le maximum d'absorptionse trouve vers 495 nm pour la bande orrespondant à la FA et à 528 nm pour le BODIPY,quelle que soit la nature de la ouronne hydrophile. Lorsque le pH diminue, la bandeorrespondante à la FA diminue. On observe également une diminution de la bande d'ab-sorption du BDPMA ar l'absorbane de la FA se superpose à elle du BDPMA jusqu'àenviron 530 nm.L'analyse des spetres d'absorption permet de déterminer le nombre de FA om-parativement au nombre de BDPMA par haîne. Pour ela, l'absorbane (528 nm) duBDPMA en milieu aide (pH ≈ 4) est prise omme référene pour déterminer la quantitéde BDPMA. Puis, la di�érene d'absorbane (495 nm) entre les spetres des NPFs enmilieux basique (pH ≈ 8) et aide est attribuée à la présene de la FA seule. Les quantitésde matière respetives de BDPMA et de FA sont alulées à l'aide des oe�ients d'ex-tintion molaire de haque espèe (εFA gre�ée = 88 × 103.L.mol−1.m−1 [367℄ et εBDPMA= 73 × 103.L.mol−1.m−1). Pour les NPFs à ouronne PEO-b-PAA15, le alul indiqueque 1 FA est gre�ée pour 1,7 BDPMA (0,6 FA/haîne, environ 4 % des AA sont gre�éspar haîne), soit un rendement de gre�age de 8 %. Pour les ouronnes de opolymères



6.2. Fontionnalisation par des moléules sensibles au pH 213P(AA0,5-o-APEO0,5)22, 1 FA est gre�ée pour 3,6 BDPMA (0,5 FA/haîne, environ 5 %des AA sont gre�és FA), soit un rendement de gre�age de 3 %. Ces e�aités de gre�agesont du même ordre de grandeur que elles déterminées pour le gre�age de FA sur desNPs à ÷ur PS. Il semble don que le gre�age de la FA soit plus di�ile sur des NPs àouronnes de type P(AA0,5-o-APEO0,5)22 que sur elles à ouronne PEO-b-PAA15. Celaest probablement dû à l'enombrement stérique des monomères APEO dans les opoly-mères de type P(AA0,5-o-APEO0,5)22, rendant di�ile l'aès du �uorophore aux unitésd'AA.Préédemment, il a été vu que le gre�age d'éthanolamine dans des onditions simi-laires menait à un gre�age de 60 % des fontions aides aryliques. Par ailleurs, des testsde gre�age des mêmes NPFs en présene de FA seulement ont montré des e�aités degre�age similaires. Ce n'est don pas l'éthanolamine introduite après 2 h de réation quiempêhe le gre�age e�ae de la FA. Cette faible e�aité vient ertainement du fait queette moléule est d'assez grande taille (omparativement à l'éthanolamine) et il ne doitpas être possible d'un point de vue stérique de faire réagir plus que 4-5 % des AA. Com-parativement, Déjugnat et oll. ont gre�é la FA sur des PAA dans un mélange DMF/eau95/5 et utilisant EDC seulement, et seulement 0,7 % des unités AA sont marquées par laFA [363℄.Bien que les rendements de gre�age soient relativement faibles, le nombre de FA gref-fées par partiule reste tout de même satisfaisant (Tableau 6.9), ave en moyenne 1140FA par NPFs pour les ouronnes de type PEO-b-PAA15 et 540 FA par NPFs pour lesouronnes de type P(AA0,5-o-APEO0,5)22. Ce nombre élevé de �uorophores par partiuleplae es objets parmi les meilleurs reensés dans la littérature en terme de onentrationde �uorophores en surfae.Les spetres d'émission de �uoresene (λexc = 495 nm, exitation des deux �uoro-phores simultanément) des NPFs gre�ées présentent deux bandes, l'une orrespondant àla FA, vers 515 nm ; l'autre orrespondant au BDPMA vers 544 nm. De même que pourles spetres d'absorption, l'émission de �uoresene de la bande de la FA diminue ave lepH. La bande orrespondant au BDPMA diminue également ertainement ar elle de laFA qui émet jusqu'à environ 600 nm s'y superpose (Figure 6.13).Une ourbe d'étalonnage de pH a été réalisée pour les deux types de NPFs en traçantle rapport d'intensité des bandes de �uoresene de la FA (515 nm) et du BDPMA (542nm) en fontion du pH (Figure 6.16). Le pKa des NPFs peut alors être estimé parajustement de es ourbes ave l'équation 6.3. On trouve un pKa de 6,69 +
− 0,04 pour laFA gre�ée aux NPFs à ouronne PEO-b-PAA et un pKa de 6,47 +

− 0,04 pour les ouronnesP(AA0,5-o-APEO0,5)22. Ces pKa sont du même ordre de grandeur et similaires à euxmesurés pour la FA gre�ée aux NPFs à ÷ur PS (pKa = 6,55).La réversibilité des systèmes ave le pH en mesurant les rapports des bandes de la FA



214 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFset du BDPMA pour un yle de montée et desente en pH (Figure 6.16) a égalementété validée.

Figure 6.14 � Spetres des nanopartiules à ouronne PEO-b-PAA15 gre�ées FA et éthanolamineet à ÷ur P(S-o-BDPMA1,1)110 (FA/BDPMA : 1/1,7), enregistrés dans l'eau pour des pH allantde 4,4 à 8 (140 mM NaCl, tampons phosphate/itrate 10 mM). Gauhe : absorption. Droite :émission de �uoresene (λexc = 495 nm).

Figure 6.15 � Spetres des nanopartiules à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 gre�ées FA etéthanolamine et à ÷ur P(S-o-BDPMA1,9)160 (FA/BDPMA : 1/3,6), enregistrés dans l'eau pourdes pH allant de 4,4 à 8 (140 mM NaCl, tampons phosphate/itrate 10 mM). Gauhe : absorption.Droite : émission de �uoresene (λexc = 495 nm).Les rendements quantiques de �uoresene des NPFs ont été estimés dans l'eau à pH 8(Tableau 6.9), en exitant les NPFs à 495 nm, i.e. en exitant simultanément le BDPMAet la FA. Ils rendent don ompte de l'e�aité de �uoresene de es deux �uorophores.Pour les NPFs à ouronne PEO-b-PAA15, il est de 8 % (ΦF NPFs non gre�ées = 39%) etpour elles à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 il est de 12 % (ΦF NPFs non gre�ées = 52%).Cela signi�e qu'il y a eu une perte de 75 à 80 % du rendement quantique de �uoresenedes NPFs suite au gre�age de la FA et de l'éthanolamine. Il a été vu préédemment que
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Figure 6.16 � Évolution du rapport des bandes d'émission de �uoresene de la FA et duBDPMA (F515/F542, λexc = 495 nm) en fontion du pH (140 mM NaCl, tampons phos-phate/itrate 10 mM) et ajustement par l'équation 6.3 (-). Gauhe : des NPs à ouronne PEO-b-PAA15 gre�ées FA et éthanolamine et à ÷ur P(S-o-BDPMA1,1)110 (pH 8 → 4 +, pH 4 → 8+). Droite : des NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 gre�ées FA et éthanolamine et à ÷urP(S-o-BDPMA1,9)160 (pH 8 → 4 +, pH 4 → 8 +).les rendements quantique de �uoresene des NPFs gre�ées FA et éthanolamine étaientd'environ 13 %. Cela pourrait en partie expliquer ette baisse de rendement quantiquegénérale des NPFs. Par ailleurs, au �6.1.3, il a été vu que des NPFs gre�ées EtOHNH2seulement présentaient une perte de rendement quantique de 33 % après gre�age, et quela seule utilisation de EDC menait à la même perte de rendement quantique. Il se peutdon que la perte de rendement quantique de es NPFs soit également en partie due àl'utilisation de EDC.La brillane des NPFs gre�ées FA a été estimée à l'aide de l'équation 3.3 modi�ée pourprendre en ompte le nombre de �uorophores BDPMA et FA par partiule (n) (pour uneexitation à 495 nm, à pH 8) :
B = (εFA 495 nm × nFA + εBDPMA 495 nm × nBDPMA)× ΦF 495 nm (6.4)Les oe�ients d'extintions molaire des �uorophores FA et BDPMA ont été estimés à495 nm (εFA 495 nm = 87,6 × 103L.mol−1.m−1 et εBDPMA 495 nm = 24,8 × 103L.mol−1.m−1à pH 8) et le rendement quantique de �uoresene pris en ompte est elui mesuré pour

λexc = 495 nm. On trouve alors pour les deux types de NPFs gre�ées, une brillaned'environ 1,2 × 107 L.mol−1.m−1. Cette brillane est enore une fois très élevée, malgréle faible rendement quantique des NPFs, et plae es objets parmi les plus �uoresentsreensés dans la bibliographie.En�n, nous avons essayé de mettre en évidene un transfert d'énergie depuis la FA(donneur) vers le BDPMA (aepteur). Pour ela, les NPFs ont été exitées à 460 nmet la �uoresene mesurée de 500 à 700 nm à pH 7,8. Malheureusement, ette longueurd'onde qui paraissait la plus séletive pour la FA ne l'est pas : le BDPMA est également



216 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFsTableau 6.9 � Caratéristiques spetrosopiques des NPs à ÷ur PS et à di�érentes ouronneshydrophiles, gre�ées FA. Mesures réalisées dans l'eau à pH 7,8 ([tampons phosphate/itrate℄ =10 mM, [NaCl℄ = 140 mM).Exp ouronne ΦF τa515 τ a
543 NMETagg nbBDPMA nbFA Bns ns ×107M−1.m−1G44 PEO-b-PAA15 0,08 3,1 1,6 1750 1930 1140 1,2G48 P(AA0,5-o-APEO0,5)22 0,12 2,6 1,6 1030 1960 540 1,2

a Durées de vies moyennes alulées à l'aide de l'équation 3.2, mesurées pour λF = 515 ou 543nm, ave λexc = 495 nm. b Nombres moyens de �uorophores BDPMA et FA par NPF.exité. Des spetres d'exitation ont alors été enregistrés pour λF = 587, 542 et 515 nm.Là enore, auune de es longueurs d'onde n'est séletive d'un �uorophore. Il est dondi�ile de onlure sur la présene ou non d'un transfert d'énergie au sein de es NPFsave la spetrosopie stationnaire.Une méthode de hoix pour mettre en évidene un transfert d'énergie entre deux hro-mophores est l'analyse des délins de �uoresene. En e�et, lorsqu'a lieu un phénomènede FRET entre donneur et aepteur, un temps de montée sur les délins de �uoresenede l'aepteur et une diminution de la durée de vie du donneur sont observés. Cela traduitle transfert d'énergie du donneur vers l'aepteur.Des mesures de durée de vie de �uoresene ont don été réalisées sur es NPFs (Fi-gure 6.17). Ces délins ont été enregistrés à pH 7,8 pour six types de NPs : les NPFsavant gre�age (BDPMA seulement) et après gre�age (BDPMA et FA), ainsi que les NPFsgre�ées FA seulement. Deux longueurs d'onde d'émission de �uoresene ont été utilisées,
λF = 515 nm et λF = 543 nm a�n de regarder préférentiellement la FA ou le BDPMA.La longueur d'onde d'exitation est de 495 nm, les deux �uorophores seront don exitéssimultanément.Les délins n'ayant pas pu être ajustés par une équation satisfaisante, quantitativementseules les durées de vie moyennes (équation 3.2) seront don omparées (Tableau 6.9).Les durées de vie des NPFs à ÷ur PS gre�ées FA sont similaires à 515 ou 543 nm, equi était prévisible dans la mesure où il n'y a qu'une seule moléule �uoresente sur esobjets. Ces délins sont assez rapides au début puis tendent vers une durée de vie pluslongue (τ ≈ 2,2-2,7 ns). Cela est ertainement dû à la présene d'agrégats de FA dansla ouronne des NPFs omme ela a été évoqué préédemment. Pour les NPFs à ÷urBDPMA gre�ées FA, les délins de �uoresene sont plus di�ile à interpréter. À 515 nm,l'allure des délins est globalement similaire à eux de la FA. Les durées de vie moyennespour les NPFs à ouronne PEO-b-PAA et P(AA0,5-o-APEO0,5)22 sont respetivement de3,1 et 2,6 ns à 515 nm. Ces valeurs sont du même ordre de grandeur que elles mesurées



6.2. Fontionnalisation par des moléules sensibles au pH 217pour les NPFs gre�ées FA et à ÷ur PS. À 543 nm, les délins sont plus omplexes. Ilssont onstitués d'une durée de vie ourte provenant ertainement de la FA et d'une duréede vie longue qui peut être attribuée au BDPMA. Les durées de vie moyennes de es deuxtypes de NPFs sont toutes deux de 1,6 ns. Cette diminution de la durée de vie moyenne de�uoresene observée à 543 nm est en adéquation ave la hute de rendement quantiquede �uoresene des NPFs avant et après gre�age.Il n'a pas été possible d'observer un temps de montée sur es délins à λF = 543 nm,même lorsqu'une fenêtre de 10 ns est utilisée pour l'aquisition. De plus, les durées devie à λF = 515 nm sont du même ordre de grandeur que elles obtenues sur les NPs non�uoresentes initialement, gre�ées FA. Il n'est don pas non plus possible de dire si untransfert d'énergie a lieu de la FA vers le BDPMA ave es données.

Figure 6.17 � Délins de �uoresene dans l'eau (pH 7,8, 140 mM NaCl, tampons phos-phate/itrate 10 mM, λexc = 495 nm, λF = 515 nm ou 543 nm). Gauhe : des NPs à ouronnePEO-b-PAA15 et à ÷ur P(S-o-BDPMA1,1)110 (-) et des NPs à ouronne PEO-b-PAA15 gref-fées FA et éthanolamine et à ÷ur PS (-) ou P(S-o-BDPMA1,1)110 (-) et impulsion laser (-).Droite : des NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 et à ÷ur P(S-o-BDPMA1,9)160 (-) etdes NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 gre�ées FA et éthanolamine et à ÷ur PS (-) ouP(S-o-BDPMA1,9)160 (-) et impulsion laser (-).
Des nano-senseurs ratiométriques et réversibles de pH ont pu être synthétisés. Lagamme d'e�aité de es senseurs va de pH 5,5 à pH 7,5 ave un pKa d'environ 6,5. Cessenseurs présentent par ailleurs un très grand nombre de �uorophores par partiule. Celaen fait don des objets intéressants pour l'imagerie en milieu biologique.



218 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFs6.3 Mesure du pH ellulaire à l'aide des nano-senseursà base de BDPMA et de FluoreséinamineDes ellules anéreuses HeLa ont été inubées en présene des nano-senseurs à ÷urBPDMA et à ouronne de type P(AA0,5-o-APEO0,5)22 ou PEO-b-PAA15 gre�ées FA. A�nde mesurer le pH intra-ellulaire, pour haque type de ouronne, à même longueur d'onded'exitation (laser argon, λexc = 488 nm), deux images à longueurs d'onde d'émission de�uoresene di�érentes (λF = 517 nm : FA ou 543 nm : BDPMA) sont enregistrées pourhaque lihé de ellules à analyser. Puis, sur haque image le fond dû à l'auto-�uoresenedes ellules est supprimé et l'image à λF = 517 nm est divisée par elle à λF = 543 nm.Ces lihés seront par la suite nommés "lihés-pH".Par ailleurs, une éhelle de alibration de pH est réalisée en préparant des solutionsde NPFs à di�érents pH et en les observant sous mirosope aux deux longueurs d'onded'émission de �uoresene. L'ajustement des points expérimentaux est réalisé ave l'équa-tion 6.3 en �xant le pKa de haque type de NPFs (Figure 6.18).

Figure 6.18 � Éhelles de pH enregistrées sous mirosope optique, points expérimentaux (+)et ajustements par l'équation 6.3 en �xant le pKa pour haque type de NPFs. Gauhe : NPs àouronne PEO-b-PAA15 gre�ées FA et éthanolamine et à ÷ur P(S-o-BDPMA1,1)110 (pKa =6,69). Droite : NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 gre�ées FA et éthanolamine et à ÷urP(S-o-BDPMA1,9)160 (pKa = 6,47).À l'aide de ette alibration de pH réalisée pour haque type de NP, il est possiblede déterminer le pH sur les "lihés-pH". Ces artographies de pH en milieux biologiquessont présentées Figure 6.19 pour les NPs à ouronne PEO-b-PAA15 gre�ées FA et étha-nolamine et Figure 6.20 pour les NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 gre�ées FA etéthanolamine et à ÷ur P(S-o-BDPMA1,9)160. D'une manière générale, quel que soit letype de ouronne gre�ée, il est enore une fois di�ile de onlure à une simple adsorptiondes NPFs sur la surfae des ellules ou à une internalisation.Le pH mesuré par le rapport des intensités de �uoresene varie de 6,3 à 7,5 pour lesdeux types de NPs, sahant que les ellules sont en présene de tampon PBS 1 × (pH



6.3. Mesure du pH ellulaire à l'aide des nano-senseurs à base de BDPMA etde Fluoreséinamine 2197,4). Le pH est donné à +
−0,2 unités, en raison de l'erreur faite lorsque l'auto-�uoresenedes ellules est soustraite des lihés (la frontière entre bruit et auto-�uoresene estassez subjetive). Les pH mesurés paraissent don réalistes dans la mesure où les ellulesanéreuses sont généralement aides (6 < pH < 7,2) à ause de l'aide latique qu'ellesproduisent [368℄. Les valeurs de pH inférieures à 5,5 sont à onsidérer ave préaution arla �uoresene de la FA à 517 nm est di�ilement mesurable et don l'erreur faite sur lamesure assez grande.

Figure 6.19 � Cellules HeLa inubées en présene des NPs à ouronne PEO-b-PAA15 gre�éesFA et éthanolamine et à ÷ur P(S-o-BDPMA1,1)110 (images de deux positions di�érentes surle même éhantillon). Haut : émission de �uoresene (images olorisées arti�iellement). Bas :"lihés-pH".
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Figure 6.20 � Cellules HeLa inubées en présene des NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22gre�ées FA et éthanolamine et à ÷ur P(S-o-BDPMA1,9)160. Gauhe : émission de �uoresene(images olorisées arti�iellement). Droite : "lihés-pH".Les NPs ÷ur/ouronne présentant une sonde �uoresente mesurant le pH (FA) et unesonde �uoresente inerte (BDPMA) peuvent mesurer le pH dans des milieux biologiques.Ces NPFs pourraient don être utilisées par les biologistes pour mesurer des variations depH. Il serait intéressant de ompléter ette étude par des tests de toxiité des NPFs surdes ellules.6.4 Fontionnalisation par des moléules ibles en bio-logie : gre�age de dérivés de la biotineDans l'optique de réaliser des objets �uoresents pour l'imagerie médiale, il peut êtreintéressant de fontionnaliser la surfae des NPFs par des moléules ibles en biologie. Cetype de NPFs équipées de moléules d'intérêt doit alors pouvoir se �xer préférentiellementsur des moléules h�tes et ainsi permettre le marquage de ertains ompartiments ellu-laires, ou zones d'ativités en biologie. À e titre, nous avons hoisi de gre�er la biotinesur nos NPFs.La biotine (Shème 6.10), ou vitamine B8, est une moléule naturelle déouverteen 1916 par Bateman. Elle est omposée d'un groupement urée, d'un yle tétrahydro-thiophène et en�n d'une haîne latérale aide valérique. La biotine est partiulièrementonnue pour le omplexe qu'elle peut former ave la streptavidine, ette dernière étantune protéine tétramère de 52,8 kDa. La onstante de dissoiation du omplexe biotine-streptavidine est de l'ordre de 10 à 15 mol/L, e qui en fait une des interations non-



6.4. Fontionnalisation par des moléules ibles en biologie : gre�age dedérivés de la biotine 221ovalentes les plus fortes. Nous avons pensé utiliser e omplexe a�n de voir si une petitemoléule (biotine) gre�ée à la surfae des nanopartiules pouvait reonnaître une surfaespéi�que (surfae déorée de streptavidine). Avant de pouvoir être gre�ée, la biotine doitêtre modi�ée en amine. Néanmoins, la taille de l'espaeur entre la biotine et la fontionamine est très importante [369℄. En e�et, pour que le omplexe biotine-streptavidine puissese faire, il faut que l'ensemble de la biotine puisse pénétrer dans la streptavidine, tous lesgroupements fontionnels de la biotine devant être reonnus. Ainsi, nous avons entrepris lasynthèse de deux dérivés de la biotine possédant deux tailles d'espaeurs (Shème 6.10).
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PSfrag replaements 23 24Shème 6.10 � Synthèse de dérivés de la biotine à fontion amine.La synthèse du omposé 23 a été réalisée selon des protooles dérits dans la littérature[370, 371℄. L'analyse de la moléule obtenue est di�ile par RMN du 1H dans le D2O oudans la plupart des solvants polaires deutérés. Une aratérisation par hromatographiesur ouhe mine (1-propanol : aide aétique : eau, 80 : 8 : 12) présente une tahede rapport frontal 0,18, positive à une révélation à l'iode et à la ninhydrine (présened'amine). Une analyse par spetrométrie de masse montre la formation du dimère de labiotine et non de la moléule attendue (23). Le omposé 24 a été synthétisé en parallèleen adaptant le protoole utilisé pour la synthèse de la biotinamine 23 et un protoole issude la littérature [372℄. Ce omposé n'a pas non plus pu être aratérisé ave suès parRMN. Nous pensons que ette moléule s'est également dimérisée.Ce type de biotine à fontion amine est ommerialisée mais à un prix très élevé.Une autre approhe a ensuite été abordée pour le gre�age de la biotine sur les NPspolymères. Dans le �6.1.2, il a été vu que des NPs à ouronnes PEO-b-PAA19 et P(AA0,5-o-APEO0,5)22 ouvertes d'éthylènediamine et de PEO3(NH2)2 pouvaient être obtenues.Nous estimerons l'e�aité de e gre�age similaire à elui de l'éthanolamine (i.e. ≈ 60%). La biotine à fontion aide arboxylique a ainsi été diretement gre�ée sur es NPFsà fontions amines. Le rendement de e gre�age n'a pu être déterminé mais, même sila biotine se gre�e dans les mêmes proportions que la FA par exemple, il devrait auminimum y avoir 500 biotines par partiules. Quatre types de NPs gre�ées biotine ontainsi été obtenues : ouronne PEO-b-PAA19 ou P(AA0,5-o-APEO0,5)22, haune ouvertede biotine et de Et(NH2)2 ou PEO3(NH2)2 résiduels.A�n de voir si une reonnaissane biotine/streptavidine était possible, des NPs d'or



222 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFsouvertes de streptavidine 3 ont été inubées en présene des quatres types de NPs gre�éesbiotine dans les mêmes onditions que Kodaka et oll. [373℄. Typiquement, 10 µL de NPspolymères à 0,6 wt % sont mélangées à 20 µL de NPs d'or et 200 µL de tampon PBS puisle mélange est plaé sous agitation lente durant une semaine à 4�C.Les dispersions issues de ette réation ont ensuite été aratérisées par MET (Fi-gure 6.21, Figure 6.22). Les NPs d'or apparaissent sous la forme de petits points noirsde très bon ontraste et de 10 nm de diamètre et les NPs polymères sous la forme d'objetssphériques grisés d'environ 40-50 nm de diamètre. Des ristaux de sels en grand nombresont observés sur es lihés de MET à ause de la présene de tampons dans les milieuxanalysés.La Figure 6.21 présente les NPs à ouronne PEO-b-PAA19 gre�ées biotine ave lesdeux types d'espaeurs (PEO3(NH)2 et EtNH2). Pour les NPs à lien EtNH2, environ 25% des NPs d'or-streptavidine semblent être adsorbées aux NPs polymères-biotine. Dansle as du lien plus long PEO3(NH)2, environ 20 % des NPs d'or semblent être adsorbées.Malheureusement, un blan des expérienes (NPs polymères sans biotine inubées enprésene de NPs d'or-streptavidine) montre également une adsorption des NPs d'or surles NPs polymère. Il est est don di�ile de onlure à un ouplage biotine-streptavidineentre les NPs polymères et les NPs d'or.Dans le as des NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 gre�ées biotine ave unlien EtNH2, auune interation spéi�que n'a pu être observée ave les NPs d'or (Fi-gure 6.22). Quelques interations sont visibles lorsqu'un lien PEO3(NH)2 est utilisé surles NPs polymères-biotines, mais rien de signi�atif.Il n'a pas été possible de mettre lairement en évidene un ouplage spéi�que biotine-streptavidine entre les NPs polymères et les NPs d'or. Cela peut être dû à la présene desgroupements PEO linéaires ou en brosse à la surfae des NPs empêhant l'adsorption deprotéines à la surfae des NPs. Il semble néanmoins que les NPs ouvertes de brosses dePEO sont moins sujettes à l'adsorption de la streptavidine.

3. NPs Au Sigma-Aldrih référene S9059 SIGMA : D = 10 nm, 2,5 A520unités/mL dans tampon PBS0,01 M, pH 7.2, ontenant 1% de BSA, 2% de glyerol, et 15 mM d'une solution de NaN3.
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Figure 6.21 � Clihés de MET obtenus après inubation des NPs d'or-streptavidine ave lesNPs à ouronne PEO-b-PAA gre�ées biotine présentant di�érents liens entre la biotine et l'AA.Gauhe : EtNH2. Droite : PEO3(NH)2. Bas : NPs gre�ées EtNH2 mais sans biotine. Les �èhesreprésentent les possibles omplexes NPs or-streptavidine/NPs polymères-biotine.

Figure 6.22 � Clihés de MET obtenus après inubation des NPs d'or-streptavidine ave les NPsà ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 gre�ées biotine présentant di�érents liens entre la biotine etl'AA. Gauhe : EtNH2. Droite : PEO3(NH)2. Les �èhes représentent les possibles omplexesNPs or-streptavidine/NPs polymères-biotine.



224 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFs6.5 Fontionnalisation par des protéinesUn autre approhe dans l'élaboration de marqueurs spéi�ques pour une applia-tion en biologie onsiste à ouvrir les NPs de protéines. Les exemples de ouplage po-lymères/protéines sont nombreux omme en atteste une revue relativement réente [374℄.Généralement les protéines sont gre�ées aux aides arboxyliques via les fontions aminesprimaires de ertains aides aminés omme la lysine.6.5.1 Gre�age d'albumine de sérum bovinDans un premier temps, nous avons essayé de gre�er de l'albumine de sérum bovin(BSA) omme protéine modèle sur des NPFs à ouronne PEO-b-PAA15. Cette protéinede 66 kDa mesure environ 4 nm de diamètre dans l'eau. Deux gre�ages ont été réalisés,en mettant 1 BSA pour 10 haînes de PEO-b-PAA (nhaînes NPFs : BSA = 10 : 1) ou 1 BSApar haîne de PEO-b-PAA (nhaînes NPFs :BSA = 1 : 1). Les expérienes sont réalisées dansles onditions lassiques de gre�age (f. �6.1.1) et puri�ées par dialyse sur pores 300 kDapendant une semaine à 4�C.Les ouplages ont tout d'abord été aratérisés par le test de Bradfort, un test olori-métrique aratéristique des protéines. Il est basé sur le hangement de ouleur du bleude Coomassie dont le maximum d'absorption est déplaé de 465 nm à 595 nm après om-plexation ave une protéine [375℄. Après l'établissement d'une droite d'étalonnage pourla protéine d'intérêt, il est possible de déterminer la onentration en protéines dans lasolution à analyser.Pour le gre�age de la BSA dans les onditions les plus diluées (nhaînes NPFs : BSA =10 : 1), la onentration après dialyse est de 0,9 g/L. Pour l'éhantillon le plus onentré(nhaînes NPFs : BSA = 1 : 1), la onentration après dialyse est de 1,0 g/L. Il semble donque, quelle que soit la quantité de BSA introduite lors du gre�age, la quantité de BSAaprès dialyse soit similaire. Cette méthode permet de quanti�er la BSA mais ne permetpas de onlure à un gre�age ovalent ou à une simple adsorption de la BSA sur les NPspolymères. En e�et, bien que les NPs soient ouvertes de PEO, leur ouronne hydrophileontient également du PAA. Or, il est onnu que la BSA a une forte a�nité ave epolyéletrolyte [343℄.L'életrophorèse sur gel est une méthode de aratérisation et de séparation de hoixpour l'analyse des protéines. Il s'agit de faire migrer une solution de protéines dénaturéesdéposées dans un tampon aqueux par l'appliation d'un hamp életrique. Les protéinesles plus grosses migreront le plus lentement, elles sont don observées le plus près du dép�tdans le puits. Des haînes polymères gre�ées par des protéines peuvent être analysées parette tehnique en omparant la signature de la protéine seule à elle de la protéine gre�ée(qui migre plus lentement) [376, 377℄. Les NPs �uoresentes gre�ées BSA ont ainsi été



6.5. Fontionnalisation par des protéines 225analysées par életrophorèse sur gel de type SDS-PAGE 4.La Figure 6.23 présente le gel d'életrophorèse après migration et révélation par dubleu de Coomassie. L'analyse des puits 3, 4 et 5 montre que la BSA migre sur le gel auniveau attendu, malgré un o-dép�t ave des NPFs, et que les NPFs ne migrent pas surle gel. De plus, e test révèle que les NPFs sont olorées par le bleu de Coomassie. Cetteoloration est problématique ar nous aurions souhaité que seuls les puits où les NPFsgre�ées BSA soient olorés en bleu par la présene de la BSA gre�ée. Il ne sera don paspossible de disriminer par ette oloration les NPs non gre�ées des NPs gre�ées. Lespuits 7 et 11 permettent de mettre en évidene la présene de BSA libre avant dialyse desNPFs "gre�ées". Les puits 13 et 15, onernant les NPFs "gre�ées" BSA, respetivementpour nhaînes NPFs : BSA = 1 : 1 et nhaînes NPFs : BSA = 10 : 1, montrent que, malgré ladialyse, il reste de la BSA libre. Les puits ontenant les NPFs "gre�ées" et la BSA (7,9, 11, 13, 15) semblent olorés d'une manière plus signi�ative que les puits 4 et 5. Celasigni�e que la quantité de BSA estimée par le test de Bradford orrespond à de la BSAlibre en solution et/ou adsorbée aux NPFs ainsi que ertainement à de la BSA liée demanière ovalente aux NPFs.

Figure 6.23 � SDS-PAGE des NPFs à ouronne PEO-b-PAA15 "gre�ées" BSA (nhaînes NPFs :BSA = 1 : 1 et nhaînes NPFs : BSA = 10 : 1), révélé par du bleu de Coomassie.A�n de pouvoir onlure d'une manière plus a�rmée au gre�age de protéines sur lesNPFs, nous avons envisagé la stratégie inverse, i.e. gre�er une protéine �uoresente surdes NPs polymères non �uoresentes.
4. Gel SDS-PAGE, 4 % de polyarylamide, tampon d'analyse pH 8, 130 V, ≈ 60 min.



226 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFs6.5.2 Gre�age de la protéine anti-IgG marquée par un �uoro-phoreLa protéine �uoresente anti-IgG de la souris marquée par le �uorophore Alexa Fluorr488 (Invitrogen, dans l'eau : λabs = 495 nm, λF = 519 nm) a été hoisie omme protéine�uoresente. Il s'agit de l'anti-orps de l'immunoglobine (IgG) de la souris. Elle est onsti-tuée de quatre brins, dont 2 haînes dites lourdes (50 kDA) et deux haînes dites légères(25 kDa). Cette protéine �uoresente a ainsi été "gre�ée" à des NPs polymères à ÷ur PSseul et ouronne PEO-b-PAA19 ou P(AA0,5-o-APEO0,5)22 dans les mêmes onditions quela protéine BSA. Ainsi, l'analyse des gels d'életrophorèse devrait permettre, par une ré-vélation de �uoresene, de disriminer plus failement les protéines gre�ées des protéinesadsorbées sur les NPs.Le gel d'életrophorèse 5 est présenté Figure 6.24. L'analyse des puits 1, 2 et 4 montreque la protéine seule ou en présene de NPs migre de la même manière. Les puits 6 et8 orrespondent respetivement aux NPs à ouronne P(AA0,5-o-APEO0,5)22 "gre�ées"avant et après dialyse. Là enore, les gels montrent qu'il reste des protéines libres ouadsorbées après dialyse. Néanmoins, la signature de la protéine a hangé omparativementà elle de la protéine non gre�ée (puits 1 et 2 et 4) : il n'y a plus de onstituants de faiblemasse molaire de la protéine après migration. Il est possible que l'emploi de EDC aitrétiulé les protéines sur elles-même ou entre elles par réation entre aides aminés. Lesmême observations peuvent être faites sur les puits 10 et 11 orrespondants au gre�agede la protéine �uoresente sur les ouronnes des NPs de type PEO-b-PAA.Pour es deux types de gre�age, il est enore une fois di�ile par simple leture dugel d'életrophorèse de onlure à l'e�aité du gre�age.A�n de quanti�er le gre�age, l'intensité de �uoresene respetive de quatre bandesaratéristiques des gels a été omparée (Figure 6.25). La bande 4 orrespond aux NPsgre�ées par la protéine �uoresente et les bandes 1, 2 et 3 à une signature de la protéinelibre. L'intensité de la bande 4 est quasiment nulle pour les puits 1, 2 et 4, e qui signi�eque la protéine �uoresente, même en présene de NPs, ne reste pas dans le puits de dép�t.En revanhe, pour les NPs gre�ées, la bande 4 est plus intense dans les puits 6, 8, 10 et12. Il est don possible qu'une partie des protéines soient gre�ées. L'intensité des bandes2 et 3 augmente signi�ativement dans le as où la protéine a subi l'étape de gre�age surles NPs. Cela pourrait être dû, omme ela a été évoqué plus t�t, à une "rétiulation" desprotéines entre elles ou sur elles-mêmes.Il est don possible de gre�er des protéines sur les NPs à ouronne PEO-b-PAA19 ouP(AA0,5-o-APEO0,5)22. Cependant, l'étape de puri�ation des NPs après gre�age reste àaméliorer. Une méthode par ultra-entrifugation est peut être envisageable. En�n, avant5. Gel ommerial SDS-PAGE (életrophorèse sur gel de polyarylamide ave dodéylsulfate de so-dium) Mini-Protean Biorad, 7,5 % de poly(arylamide), tampon d'analyse 6× Laemmli, 200 V, 30 min.
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Figure 6.24 � SDS-PAGE des NPFs à ÷ur PS et à ouronne PEO-b-PAA19 ou P(AA0,5-o-APEO0,5)22 "gre�ées" par la protéine �uoresente anti-IgG de la souris marquée par le �uoro-phore Alexa Fluorr488. Révélation par analyse de �uoresene réglée sur le maximum d'émissionde �uoresene de l'Alexa Fluorr488. Les numéros 1, 2, 3 , 4 orrespondent aux bandes analyséesFigure 6.25.

Figure 6.25 � Comparaison des intensités de �uoresene de di�érentes bandes du gel d'életro-phorèse de la Figure 6.24 (4 : NPs gre�ées par la protéine, 1, 2 et 3 : signatures spéi�ques dela protéine libre).



228 6. Fontionnalisation de la surfae des NPFstoute utilisation en milieu biologique, il faudrait véri�er la non-dénaturation des protéinespar la méthode de gre�age employée.6.6 ConlusionÁ travers e hapitre il a été vu que les NPs à ÷ur PS ou P(S-o-BDPMA) et àouronne PEO-b-PAA≈10 ou P(AA0,5-o-APEO0,5)22 pouvaient être fontionnalisées parune moléule à fontion amine.Ces moléules peuvent notamment être des �uorophores dont la �uoresene varie avele pH. Dans e as, des senseurs de pH ratiométriques ont pu être synthétisés en gre�antde la Fluoreséine à la surfae de NPs à ÷ur BDPMA opolymérisé au styrène. Cessenseurs présentent une brillane très intéressante et ont pu être utilisés ave suès pourartographier le pH de ellules anéreuses.Il serait intéressant de fontionnaliser la surfae de NPFs similaires ave des senseursde métaux ou de pestiides a�n d'obtenir des senseurs plus élaborés.En�n, la surfae des NPFs a été fontionnalisée ave une biotine, moléule pouvantformer un omplexe ave la streptavidine. Malheureusement, il est di�ile de onlure àla formation d'un omplexe biotine/streptavidine. Il faudrait gre�er d'autres moléulessondes a�n de tester si es NPFs peuvent servir de marqueurs en milieux biologiques.Dans e but, des protéines ont également été gre�ées à la surfae des NPFs. Le gre�agede telles maromoléules semble possible mais l'étape de puri�ation a�n d'éliminer lesprotéines non gre�ées reste à améliorer. Par ailleurs, il faudrait véri�er si les protéines nesont pas dénaturées suite aux onditions de gre�age.



Conlusion générale et perspetives de reherheL'ensemble de e travail avait pour but la synthèse et l'étude de NPs polymères �uo-resentes à ÷ur BODIPY et à ouronne hydrophile et fontionnalisable, pour une appli-ation prinipalement en milieu biologique. Dans e but, une méthode de polymérisationradialaire ontr�lée de type RAFT en miniémulsion a été développée et mise au point.Les objets obtenus ont prinipalement été aratérisés par spetrosopie de �uoresene.Dans un premier temps, la synthèse de NPs à ÷ur �uoresent à base de métharylatede BODIPY (BDPMA) opolymérisé ave du styrène et à ouronne hydrophile PEO-b-PAA, par une polymérisation RAFT en miniémulsion, a été mise au point. Toute ladi�ulté de e type de synthèse était de réaliser des NPs auto-stabilisées de très faibletaille (D < 100 nm), omposées de haînes présentant les aratéristiques d une polymé-risation ontr�lée. Après optimisation des onditions de synthèse, un proédé "one-pot"a été développé. Les NPs obtenues présentaient une taille inférieure à 100 nm et la poly-mérisation des haînes qu'elles ontenaient était ontr�lée.Dans le seond hapitre, les propriétés spetrosopiques des NPFs synthétisées parle proédé "one-pot" ont été étudiées. Des NPFs ontenant environ 5300 BDPMA parpartiule présentaient un rendement quantique de �uoresene diminué omparativementau �uorophore en solution, mais leur brillane était 100 à 1000 fois supérieure à elle deNPFs lassiquement utilisées. L'e�et de la onentration en BDPMA au ÷ur des NPFsa été étudié par spetrosopie de �uoresene stationnaire et résolue en temps. Il s'estavéré qu'en onentrant les BDPMA au ÷ur des NPFs, il devait ertainement y avoirformation d'agrégats peu ou pas �uoresents, jouant le r�le de pièges énergétiques.Par ailleurs, des études d'anisotropie stationnaire et résolue en temps ont montré queles transferts d'énergie entre �uorophores au sein d'une NPF étaient e�aes quelle quesoit la onentration en BDPMA, mais que ette e�aité était tout de même arue avel'augmentation de la onentration en BDPMA.Dans le but de diminuer la formation d'agrégats peu ou pas �uoresents dans le ÷urdes NPs, la nature du BODIPY polymérisable a été modi�ée selon deux approhes. Lapremière approhe a onsisté à synthétiser des BODIPY dont les pyrroles ont été fon-tionnalisés par des groupements aromatiques. Ces BODIPY enombrés émettant vers le229



230 Conlusion générale et perspetives de reherherouge ont été opolymérisés ave du styrène, mais seulement en faible proportion. Seulesles NPs à ÷ur BODIPY substitués par des aromatiques méthylnaphtalène ont présentédes aratéristiques intéressantes d'un point de vue e�aité de synthèse (stabilité duBODIPY et onversion en monomères) et spetrosopie de �uoresene (longueur d'onded'émission de �uoresene, rendement quantique, durée de vie). Il serait intéressant d'op-timiser la synthèse de e type de dérivés BODIPY a�n de pouvoir les onentrer au ÷urdes NPFs.Une seonde approhe a onsisté à modi�er la nature de la fontion polymérisableportée par le BODIPY. Il a ainsi été possible de moduler la répartition des �uorophoresle long de la haîne de opolymère. Le rendement quantique de �uoresene des NPsobtenues a pu être modi�é en hangeant la nature du �uorophore mais malheureusementil a été di�ile d'établir une orrélation entre la répartition des BODIPY et les propriétésspetrosopiques des NPFs. La brillane des NPFs a tout de même été multipliée par 1,5en ne faisant varier que la nature de la fontion polymérisable du monomère BODIPY.La nature de la ouronne hydrophile des NPFs a également été hangée. Des NPFsd'une taille omprise entre 70 et 100 nm et à ouronne de type PAPEO ou P(AA0,5-o-APEO0,5) ont ainsi pu être synthétisées par un proédé "one-pot". Toutes es polymé-risations étaient ontr�lées. Un omparatif des di�érentes synthèses a été dressé a�n desouligner les ritères menant au suès d'une polymérisation en miniémulsion en présenede maro-agents RAFT amphiphiles.Ces NPFs à di�érentes ouronnes hydrophiles ont été étudiées par spetrosopie de�uoresene. Étonnamment, la nature de la ouronne hydrophile module le rendementquantique de �uoresene des NPFs. Ce phénomène a été attribué à la présene de grou-pements plus ou moins polaires portés par la ouronne hydrophile, à proximité du BDPMAprinipalement loalisé à la surfae du ÷ur �uoresent.En�n, dans le but de réer des NPFs à di�érentes fontionnalités, des moléules àfontion amine ont été gre�ées sur la surfae des NPFs à di�érentes ouronnes hydrophilesà base d'aide arylique et d'oxyde d'éthylène. Ainsi, des nano-senseurs de pH ont pu êtreélaborés en gre�ant la Fluoreséinamine sur les NPFs. Des ellules anéreuses ont étéinubées en présene de es objets et la valeur du pH ellulaire a pu être mesuré in situpar imagerie de �uoresene.Des moléules ibles en biologie et des protéines ont également été gre�ées mais leurreonnaissane spéi�que par des moléules h�tes n'a pas pu être prouvée. Dans le as desprotéines, il faudrait ertainement améliorer les onditions de gre�age et de puri�ation.Ces NPFs ont fait l'objet de diverses études en ollaboration ave deux laboratoiresde biologie.Au Laboratoire de Biologie et Pharmaologie Appliquée (LBPA UMR 8113) de l'ENS



Conlusion générale et perspetives de reherhe 231Cahan, es NPFs ont été étudiées par Biana Slavi et Yang Si en présene de batériesEsherihia oli. L'idée de es travaux est de suivre la dynamique interne des batériesà l'aide des NPFs. Les mouvements des batéries sont suivis sur des temps su�sam-ment longs pour pouvoir permettre d'étudier les proessus ellulaires qui aratérisentla apaité d'adaptation des batéries et leur réponse au stress. Ce sont es phénomènesd'adaptation qui onduisent à des variations de la vitesse de roissane des batéries etdans ertains as à leur résistane. Il s'est avéré que suite à une inubation ou à un trai-tement himique, les NPFs ne pénétraient pas dans les batéries. La perméabilisation dela membrane batérienne par életroporation a permis de marquer les batéries. Cepen-dant le pourentage de mort ellulaire est élevé. Il semblerait que la ombinaison d'unfort voltage et d'une onentration élevée de NPFs soient délétères pour les batéries. Parailleurs, même si les NPFs ont une taille équivalente à trois ribosomes, e sont de rela-tivement gros objets, di�iles à internaliser. Ces NPFs ayant ertainement un trop grosdiamètre pour permettre une internalisation par les batéries, des haînes de opolymères�uoresentes de type P(AA-o-APEO-o-BDPMA)-TTC ou P(APEO-o-BDPMA)-TTCont été synthétisées. Cette fois, les batéries inubées en présene des haînes �uores-entes en-dessous de leur CMC étaient toutes marquées. Les opolymères étaient présentsà l'intérieur des batéries et pas seulement sur la paroi. À l'aide des fontions aides pré-sentes sur un des deux types de haînes, il doit être possible de les fontionnaliser pardes moléules ibles et de les �xer en des endroits spéi�ques des batéries. Ces étudespréliminaires enourageantes sont poursuivies dans le adre de la thèse de Yang Si quis'e�etuera au PPSM et au LBPA à partir de la rentrée 2012.Dans le adre d'une ollaboration ave Marie-Pierre Fontaine-Aupart (ISMO UMR8214, Orsay) et Romain Briendet et Marie-Noëlle Bellon-Fontaine (Institut MICALIS,équipe bioadhésion, bio�lms), les NPFs développées au PPSM ont été étudiées dans desbio�lms par Baptiste Chappaz, étudiant en thèse. Le but du projet est d'étudier lesparamètres physio-himiques des bio�lms (intérieur et extérieur des batéries) a�n deomprendre et prévenir leur formation. D'autres NPFs polymères de taille nanométrique(positivement hargées) et des QDs (D ≈ 10 nm) sont utilisés en parallèle par l'ISMO.Des tests prélimaires réalisés ave les NPFs du PPSM ont montré que, quel que soit letype de batéries étudié, les NPs n'avaient pas d'interation spéi�que ave la surfaedes batéries, ontrairement aux NPs polymères positivement hargées. Cela permettra àterme de pouvoir marquer l'espae inter-batérien (matrie d'exopolymères serétés par lesbatéries pour former des olonies) ave les partiules du PPSM, la surfae des batériesave les NPs positivement hargées, et le ompartiment intra-ellulaire ave les QDs deplus petite taille.Par ailleurs, Tristan Doussineau et Rodolphe Antoine au Laboratoire de SpetrométrieIonique et Moléulaire (LASIM UMR 5579) de Lyon, dans le adre d'une ollaborationave Bernadette Charleux du C2P2, ont mis au point la mesure de masses molaires de



232 Conlusion générale et perspetives de reherheNPs polymères par spetrométrie de masse. Les herheurs du LASIM souhaiteraientdévelopper une détetion parallèle en �uoresene a�n de orréler masse molaire des objetset propriétés spetrosopiques. Ce travail fait atuellement l'objet d'études préliminaires.En�n, es NPFs pourraient être utilisées dans des avités laser a�n de mettre à pro�t lespropriétés d'émission stimulée du BDPMA. L'équipe de Mélanie Lebental au Laboratoirede Photonique Quantique et Moléulaire (LPQM UMR 8537) de l'ENS Cahan a obtenuun �nanement auprès de l'Institut d'Alembert de l'ENS Cahan à e titre.



Chapitre 7 : Partie Expérimentale
7.1 Tehniques de aratérisation7.1.1 Résonane magnétique nuléaire (RMN)Les spetres RMN du 1H, 13C, 19F et 11B ont été enregistrés sur un spetromètreJEOL ECS (400 MHz) équipé d'une sonde large bande auto-aordable. Les déplaementshimiques sont déterminés en utilisant le Me4Si omme référene interne (δ = 0 ppm).Les onstantes de ouplage (J) sont données en Hertz. Les spetres RMN sont déritsde la façon suivante : déplaement himique, multipliité (s : singulet, d : doublet, t :triplet, q : quadruplet, qt : quintuplet, st : sextuplet, m : multiplet), intégrale, onstantede ouplage, attribution. Les solvants deutérés proviennent de la soiété euriso-top.7.1.2 Chromatographie d'exlusion stérique (CES)Contrairement aux méthodes de hromatographie onventionnelle pour la séparationde moléules de faibles masses molaires, le phénomène physique permettant la sépara-tion des di�érentes maromoléules onstituant le polymère n'est pas basé sur l'a�nitéhimique ave le support, mais simplement sur la taille des maromoléules (leur volumehydrodynamique). En e�et, suivant leur taille, les moléules éluées peuvent plus ou moinspénétrer dans les pores du gel poreux rigide (phase stationnaire) dont sont remplies lesolonnes. Ainsi, les moléules les plus petites sont davantage retenues que les plus grosses,d'où un temps de rétention plus long pour les premières que pour les seondes. En sortie deolonne, des déteteurs (visosimètre, photomètre, réfratomètre) fournissent le nombrede maromoléules sortant de la olonne à un instant donné.Les masses molaires moyennes en nombre Mn, les masses molaires moyennes en masse
Mw, ainsi que les indies de polymoléularité (IP = Mw/Mn) ont été déterminés par unappareil de CES dans le THF, muni de deux déteteurs : indie de réfration (VE 3580RI de Visotek) et absorbane (UV-waters 486, 190 < λ < 600 nm). Cet appareil estéquipé d'un injeteur automatique Visotek VE 2001. Les deux olonnes (PLgel Mixed,7,5 mm x 300 mm, diamètre des pores : 5 µm, gamme de séparation : 200 - 206 Da)sont thermostatées à 40◦C. Le débit de la pompe est de 1 mL/min. La onentrationdes éhantillons injetés est omprise entre 4 mg/mL et 10 mg/mL. Les masses molairesmoyennes obtenues sont issues d'une alibration onventionnelle basée sur un étalonnage233



234 7. Partie Expérimentaleréalisé ave des standards polystyrène provenant de Polymer Laboratories (MPSn, CES). Laonentration des éhantillons injetés est d'environ 5 mg/mL. Le logiiel utilisé pour letraitement des hromatogrammes est le logiiel OmniSEC de Visotek (version 4.6.2).Méthylation des polymères omportant des fontions aide arboxyliqueLes homo- ou opolymères omprenant des unités aides, omme l'aide arylique nepeuvent être injetés tels quels dans les olonnes : il faut transformer les fontions aidesarboxyliques présentes dans ertains polymères en fontions ester. Le produit utiliséest le triméthylsilyldiazométhane (TMS) [378℄. L'éhantillon à analyser est dissous dansun mélange THF/eau. L'eau est néessaire pour aider à solubiliser le polymère et saproportion doit être d'autant plus importante que le nombre d'unités aide est grand. Dansle as où les fontions aide sont sous forme arboxylate, il est néessaire d'ajouter unequantité su�sante d'une solution de HCl, de manière à retrouver les fontions arboxylatesous leur forme protonée, a�n que la réation de méthylation ait lieu. Quelques gouttesde la solution de TMS sont ajoutées dans le milieu réationnel à température ambianteet un dégagement gazeux (N2) se produit instantanément. La oloration jaune du milieus'estompe peu à peu et il est alors néessaire de rajouter du TMS jusqu'à e que laoloration jaune persiste et que le dégagement gazeux ait disparu (signe que le TMS aété introduit en exès). La solution est ainsi plaée sous agitation durant trois à quatreheures, puis laissée sous évaporation à l'air libre puis à l'étuve. Le polymère séhé estdiretement dissous dans le THF pour être analysé par CES.7.1.3 Détermination de la onversion des monomèresPar RMN du protonLors des synthèses réalisées en milieu homogène (synthèse de maro-agents RAFT ty-piquement), les onversions molaires des monomères à fontions styrènes, arylates, mé-tharylates peuvent être déterminées par RMN 1H en utilisant un étalon interne ommele DMF. En e�et, en suivant la diminution de l'intégrale des protons de la fontion poly-mérisable du monomère à analyser par rapport à elle du signal de référene (7,95 ppm -proton de l'amide) entre le moment initial de la polymérisation (t0, pris au moment où leballon est plaé à hau�er) et un moment t, il est possible de déterminer la onversion mo-laire du monomère. En pratique, le suivi a toujours été fait en utilisant le CDCl3 ommesolvant d'analyse, ave un rapport molaire monomère/DMF = 5. Pour l'aide aryliquepar exemple, les protons analysés sont eux à 6,35, 6,04 et 5,80 ppm.Par gravimétrieLa gravimétrie est une tehnique de hoix pour déterminer la onversion des mono-mères volatiles. Le prinipe de ette méthode repose sur le fait que ertains monomèresprésentent des pressions de vapeur saturante élevées, ontrairement aux polymères : ainsi,la formation de polymère onduira à une diminution de la fration en espèe volatiles.



7.1. Tehniques de aratérisation 235En pratique, une masse préisément pesée du milieu réationnel brut (environ 0,2 g) estplaée à séher sous hotte à température ambiante puis dans une étuve à 80�C jusqu'àmasse onstante. La valeur de l'extrait se permet d'aéder à la onversion du monomèreau moyen de la relation suivante :
χ =

τpolymère
τmonomère =

ES − τNV

τmonomère (7.1)où : χ onversion du monomère
τpolymère taux de polymère formé expérimental
τmonomère taux de monomère initial introduit (masse de monomère à t0/masse totale)
ES extrait se (proportion de tous les omposés non volatiles)
τNV taux de omposés non volatiles (hors polymère)Dans notre as, les onversions du styrène et de l'aide arylique ont été déterminéespar gravimétrie, ontrairement à elles des monomères non volatiles omme les dérivésBODIPY ou l'arylate de PEO.Par CES à l'aide d'une détetion UV-vis.La onversion des monomères dérivés du BODIPY a pu être déterminée par CES àl'aide d'une détetion UV-visible réglée sur la longueur d'onde d'absorption maximale dumonomère à analyser (λ = 528 nm pour le BDPMA). En e�et, en omparant les intégrales(alulées sous Igor Pro) orrespondant aux signaux du polymère et du monomère, il estpossible de déterminer le taux de monomère libre par rapport au taux de monomère ayantpolymérisé. Pour ela, l'approximation εmonom. ≈ εpolym. a été faite. Cette approximationsemble aeptable dans la mesure où les BODIPY sont des hromophores onnus pouravoir des propriétés photophysiques peu dépendantes de leur environnement. Ainsi, laonversion des monomères dérivés BODIPY peut être alulée ave l'équation suivante :

χBODIPY =
SPBDPMA

SPBDPMA + SBDPMA
(7.2)où : χBODIPY onversion du monomère dérivé BODIPY

SPBDPMA intégration du signal UV-vis. orrespondant au signal du BODIPYpolymérisé (PBDPMA)
SBDPMA intégration du signal UV-vis. orrespondant au signal du BODIPYn'ayant pas réagi (BDPMA)Remarque : dans le as de l'utilisation de la GPC THF, le pi du dérivé BODIPYmonomère est donné pour un volume de rétention d'environ 18 mL, et elui du polymèreorrespondant entre 13 et 16 mL, selon la onversion.



236 7. Partie ExpérimentaleConversion molaire globaleLa onversion molaire globale est donnée par l'équation suivante :
Xn =

∑

i

χini (7.3)où : Xn onversion molaire globale
χi onversion individuelle du monomère i
ni fration molaire du monomère iConversion massique globaleLa onversion massique globale est donnée par l'équation suivante :

Xm =
∑

i

χiwi (7.4)où : Xm onversion massique globale
χi onversion individuelle du monomère i
wi fration massique du monomère iDegré de polymérisation moyen en nombre (DPn) et masse molaire moyenneen nombre théorique (Mn, th)Le degré de polymérisation moyen en nombre et la masse molaire moyenne en nombrethéorique sont dé�nis à l'aide des deux équations i-dessous :

DPn =
∑

i

χi
ni, 0

nRAFT (7.5)
Mn, th = Mn RAFT +

1

nRAFT (∑i χimi) (7.6)où : DPn degré de polymérisation moyen en nombre
χi onversion individuelle du monomère i
ni,0 nombre de moles initiales en monomère i
nRAFT nombre de moles du (maro)agent de transfert
Mn, th masse molaire moyenne en nombre théorique
Mn RAFT masse molaire (moyenne en nombre) du (maro)agent de transfert
χi onversion individuelle du monomère i
mi masse du monomère iDans le as où une perte de styrène par évaporation est onstatée suite à l'étape desoni�ation (typiquement perte de 25 %), le degré de polymérisation moyen en nombredu blo polystyrène peut s'exprimer sous la forme :

DPn =
[S]0

[RAFT]0 × (1− PS)× χS orrigée (7.7)



7.1. Tehniques de aratérisation 237où : [S]0 onentration molaire en styrène initiale
[RAFT]0 onentration molaire en (maro-)agent RAFT initiale
PS perte en styrène, typiquement de 25 %
χS orrigée onversion en styrène orrigée de la perte par évaporationLe nombre d'unités monomères BODIPY par haîne de opolymère peut être évaluépar :

nBODIPY =
[BODIPY]0
[RAFT]0 (7.8)où : [BODIPY]0 onentration molaire en monomère BODIPY initiale

[RAFT]0 onentration molaire en (maro-)agent RAFT initiale7.1.4 Spetrométrie de masseLes spetres de masse haute résolution ont été réalisés à la plateforme CNRS Imagif(spetromètre Waters) ou au entre régional de mesures physiques de l'ouest (spetromètreVarian Mat 311).7.1.5 Miroanalyse élémentaireLes mesures de miroanalyse élémentaire de l'oxygène, de l'azote et du soufre ont étéréalisées au servie de miroanalyse de l'Institut de Chimie des Substanes Naturellesde Gif-sur-Yvette. Avant toute analyse, les nanopartiules polymères sont puri�ées pardialyse puis lyophilisées. Pour doser es trois éléments, environ 15 mg de polymère puri�édoivent être fournis. Les valeurs sont données à +
− 0,30 %.7.1.6 Points de fusionLes points de fusion des moléules synthétisées ont été mesurés sur un ban Ko�er etne sont pas orrigés.7.1.7 Potentiel HydrogèneLes mesures de pH ont été réalisées à l'aide d'une életrode de verre ombinée, reliéeà un pH-mètre PHM210 de Meterlab.7.1.8 Mirosopie életronique à transmission (MET)Les nanopartiules polymère ont été analysées par mirosopie életronique à trans-mission par Mme Patriia Beaunier (servie de mirosopie életronique de l'UPMC). Leslihés de mirosopie ont été réalisés sur un mirosope életronique à transmission JEOL



238 7. Partie ExpérimentaleJEM CX II UHR opérant à 100 keV et équipé d'une améra CCD Keen View (Soft Ima-ging System - Olympus). Les éhantillons à analyser sont déposés sur une grille arbonnéeaprès dilution dans l'eau.7.1.9 Di�usion dynamique de la lumière (DDL)Les mesures de di�usion dynamique de la lumière permettent de déterminer le rayonhydrodynamique de nanopartiules dans un solvant. Le prinipe repose sur la mesuredes �utuation d'intensité de la lumière di�usée en fontion du temps ; es �utuationsrésultent du mouvement brownien des objets et permettent d'estimer un oe�ient dedi�usion. Ainsi, la fontion d'auto-orrélation g(τ) de l'intensité de di�usion est traéeselon l'équation suivante :
g(τ) =< I(t) • I(t+ τ) > (7.9)Pour aluler g, l'intensité de di�usion est déoupée en intervalles de temps τ su�sammentpetits pour que I(t) varie peu. Les �utuations rapides de l'intensité de di�usion sontattribuables à des petites partiules qui se déplaent rapidement alors que les �utuationslentes orrespondent à de grosses partiules. Dans le as d'éhantillons monodisperses,la fontion d'auto-orrélation peut être ajustée grâe à la méthode des umulants :
g(τ) = A(1 +Be−2Dq2τ ) (7.10)où : D oe�ient de di�usion
q veteur d'onde
τ temps d'éhantillonage
A ligne de base de la fontion d'autoorrélation
B intersetion de la fontion ave l'axe des ordonnéesLe veteur d'onde est dé�ni par :

q =
4πn

λ
sin(

θ

2
) (7.11)où : λ longueur d'onde du laser

θ angle d'observation
n indie de réfration du solvantEn�n, en ajustant le logarithme de la fontion d'auto-orrélation par un polyn�me duseond degré, il est possible de remonter à un oe�ient de di�usion moyen (pente de ladroite), ainsi qu'à un indie de polydispersité (σ, éart de la droite ajustée à la fontionmesurée). Le oe�ient de di�usion et l'indie de polydispersité ainsi alulés sont baséssur des résultats en intensité et non en nombre ou en masse.Une fois le oe�ient de di�usion évalué par ette méthode, il est possible de détermi-ner le rayon hydrodynamique des nanopartiules à l'aide de l'équation de Stokes-Einstein :

r =
kBT

6πηD
(7.12)



7.1. Tehniques de aratérisation 239où : D Coe�ient de di�usion
kB onstante de Boltzmann (= 1,38 × 10−23J.K−1)T température
η visosité du solvant
r rayon hydrodynamique de la partiuleDeux types d'appareils ont été utilisés, selon le laboratoire où ont été e�etuées lesanalyses :� Malvern, Zeta Sizer Nano S90 (LCP, UPMC). Laser He-Ne (4mW) à 633 nm,90�. Le alul des diamètres hydrodynamiques (Dz) et des indies de polydispersité(σ) est e�etué à l'aide du logiiel NanoDTS en utilisant un modèle de latex depolystyrène.� Cordouan Tehnologies, VASCO-1 (PPSM, ENS Cahan). Diode laser (15mW)à 658 nm, 135�. Le alul des diamètres hydrodynamiques (Dh) est e�etué à l'aidede logiiel Rean de Cordouan Tehnologies.Dans tous les as, les éhantillons de nanopartiules dans l'eau ont été analysés à uneonentration d'environ 0,01% en masse, à 20�C, sans être �ltrés au préalable (sauf lorsqueela est préisé dans le texte). Les deux types d'appareils donnant les mêmes résultats,l'un ou l'autre peut être utilisé pour la détermination des diamètres hydrodynamiques desnanopartiules. Les diamètres hydrodynamiques sont déterminés ave une erreur d'environ5 %.7.1.10 Di�usion statique de la lumière (DSL)La di�usion statique de la lumière est une méthode d'analyse de hoix lorsque l'on veutdéterminer le rayon de giration et le seond oe�ient du viriel de latex de polymères,ainsi que leur masse molaire moyenne en masse (et don leur nombre d'agrégation). Toutomme en di�usion dynamique de la lumière, une solution di�usante de nanopartiules estélairée par une soure lumineuse telle qu'un laser. Contrairement à la DDL, e ne sontpas les �utuations d'intensité dans le temps qui sont mesurées, mais l'intensité moyennedi�usée. Si la taille des nanopartiules est petite devant la longueur d'onde du laser, ladi�usion est de type Rayleigh.La relation générale permettant de déterminer les paramètres moléulaires des parti-ules étudiées est l'équation de Rayleigh :

Kc

Rθ

= (
1

Mw

+ 2A2c)(1 +
q2R2

g

3
) (7.13)où : Rθ rapport de Rayleigh (cm−1)

c onentration en polymère (g.cm−3)
A2 seond oe�ient du viriel (cm3.mol.g−2)
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Mw masse molaire moyenne en masse des objets di�usants (g.mol−1)
q veteur d'onde (nm−1, équation 7.11)
Rg rayon de giration (nm)
K onstante optique (cm2.mol.g−2, équation 7.14)La onstante optique est donnée par :

K =
4π2n2

réf(
dn
dc
)2

λ4
0NA

(7.14)où : n indie de réfration du solvant de référene (toluène)
dn/dc inrément d'indie de réfration de la solution de polymère (cm3.g−1)
λ0 longueur d'onde du laser (cm)
NA nombre d'Avogadro (mol−1)Le rapport de Rayleigh, Rθ est donné par :

Rθ =
I(θ, T )échantillon − I(θ, T )solvant

I(θ, T )réf érence
.R(T )réf érence (7.15)où : I(θ, T )échantillon intensité di�usée par l'éhantillon

I(θ, T )solvant intensité di�usée par le solvant (eau)
I(θ, T )réf érence intensité di�usée par la référene (toluène)
R Rapport de Rayleigh
θ angle d'analyseT température d'analyseLes mesures de DSL ont été réalisées au laboratoire Polymères, Colloïdes et Interfaes(UMR 6120) de l'Université du Maine, ave la ollaboration du Pr. Christophe Chasse-nieux. L'appareil utilisé est un goniomètre (ALV/CGS-3) de longueur d'onde λ = 632.8nm ouplé ave un orrélateur (ALV/LSE-5004). Les données sont aquises à l'aide dulogiiel ALV-orrelator software. Les éhantillons de nanopartiules ont été analysés à desonentrations omprises entre 5 × 10−5 et 5 × 10−6 g/mL et passés sur un �ltre de 0,45

µm avant analyses. Les solutions doivent être su�samment diluées a�n d'éviter les phé-nomènes de di�usions multiples, mais néanmoins assez onentrées pour que l'intensitédi�usée soit supérieure à elle du toluène. Les mesures ont été enregistrées pour des anglesallant de 15 à 150�par pas de 15�, à 20�C, en e�etuant deux sans de 80 s haun. Lebain adaptateur d'indie employé est un bain de toluène, le toluène étant également utiliséomme référene.Conrètement, pour un éhantillon donné, 4 à 5 onentrations sont analysées. Pourhaque onentration, l'intensité moyenne di�usée est enregistrée en fontion de l'angle.Ainsi, les paramètres moléulaires sont déterminés à l'aide de l'équation 7.13.Le seond oe�ient du viriel est obtenu après extrapolation à angle nul (Figure 7.1A.) et le rayon de giration par extrapolation à onentration nulle (Figure 7.1 B.). La
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Figure 7.1 � A. Extrapolation à angle nul et B. Extrapolation à onentration nulle.masse molaire peut être estimée par les deux extrapolations. Ces graphiques sont appeléstraés de Debye.Les valeurs des inréments d'indie de réfration (dn/d) pour les nanopartiules dansl'eau ont été déterminées au laboratoire de Physio-himie des Polymères et Milieux Dis-persés Sienes et Ingénierie de la Matière Molle de l'ESPCI (UMR 7615). Le réfratomètreutilisé provient de la soiété Cordouan Tehnologies (Arago ∞, diode laser 658 nm). Lesmesures sont réalisées à 25�C ave des onentrations en latex de 0,5 % à 3 % en masse.La même valeur moyenne a été utilisée pour les éhantillons à ouronne PEO-b-PAA età ÷ur PS (0,16) et pour l'éhantillon à ouronne P(APEO0,5-co-AA0,5)22 et ÷ur PS(0,20).7.1.11 Potentiel ZetaLes mesures de potentiel Zeta (ζ) ont été réalisées au Laboratoire Physio-ChimieCurie (UMR 168) de l'Institut Curie ave l'aide de Mme Min-Hui Li et de Mme SabrinaHoine.L'appareil utilisé est un ZetaSizer Nanoseries de Malvern. Les NPFs sont préparéesà des onentrations d'environ 0,005 wt % dans 14 mM de NaCl et 1 mM de tamponphosphate/itrate (pH ajustés entre 4 et 8). Les éhantillons sont analysés dans des uvesDTS 1060 jetables, à 25�C, en e�etuant trois mesures de dix balayages.7.1.12 Spetrosopie d'absorption UV-visibleLes mesures de spetrosoopie d'absorption ont été réalisées sur des appareils Cary-5ou Cary-5000 (Varian). Ces spetromètres UV-visible à double faiseau permettent uneutilisation allant de 175 à 3300 nm ave une préision inférieure à 0,05 nm. Les éhan-tillons sont analysés, selon la longueur d'onde et la nature du solvant utilisés, dans desuves en verre, en quartz, ou en polystyrène, d'un trajet optique de 1 m.



242 7. Partie ExpérimentaleMesure du oe�ient d'extintion molaireLe oe�ient d'extintion molaire (ε) traduit la faulté qu'a une solution de hromo-phores à absorber ou non la lumière. Il est dé�ni à l'aide de la loi de Beer-Lambert :
A = εlC (7.16)où : A absorbane de la solution à une longueur d'onde donnéel trajet optique dans la solution (m)

ε oe�ient d'extintion molaire (L.mol−1.m−1)C onentration en hromophore (mol.L−1)La loi de Beer-Lambert est appliable si la solution est homogène, su�samment diluéepour que les hromophores puissent être onsidérés omme indépendants les uns des autreset si le rayonnement est monohromatique. La mesure de ε est réalisée en enregistrantdi�érents spetres à di�érentes onentrations en hromophore, puis en e�etuant unerégression linéaire entre l'absorbane à la longueur d'onde λ et la onentration.7.1.13 Spetrosopie d'émission et d'exitation de �uoreseneLes spetres d'émission et d'exitation de �uoresene ont été enregistrés sur des spe-tro�uorimètres Fluorolog-3 ou Fluoromax-3 de la marque Jobin-Yvon. Dans les deux as,la lampe d'exitation est une lampe au Xénon d'une puissane de 450 W allant de 200 à850 nm. Les bandes passantes sont ajustées au moyen de fentes motorisées de 0,1 à 18,9nm pour le Fluoromax-3 et de 0 à 14 nm pour le Fluorolog-3. Tous les spetres d'émissionet d'exitation de �uoresene sont orrigés d'une fontion d'appareil et enregistrés enmode "right angle" (faiseau sortant à 90�du faiseau entrant) sur des éhantillons pré-sentant une absorbane inférieure à 0,1 à la longueur d'onde d'exitation a�n de limiterles phénomènes de réabsorption multiples.Mesure du rendement quantique de �uoreseneLe rendement quantique de �uoresene est dé�ni omme étant la proportion de mo-léules exitées qui retournent à l'état fondamental S0 ave émission de �uoresene 1.4.Le rendement quantique d'un omposé (ech) est alulé par rapport à une référene(ref), haun dans un solvant donné, à l'aide de la relation suivante :
ΦF,ech = ΦF,ref

1− 10−Aref

1− 10−Aech

Sech

Sref

(
nech

nref

)2 (7.17)où : ΦF rendement quantique de �uoreseneA absorbane à la longueur d'onde d'exitationS intégrale de la bande d'émission de �uoresenen indie de réfration du solvant utilisé



7.1. Tehniques de aratérisation 243Si Aref ≈ Aech et si les absorbanes sont inférieures à 0,1, l'expression préédente peutêtre simpli�ée omme i-dessous :
ΦF ech = ΦF ref

Aref

Aech

Sech

Sref

(

nech

nref

)2 (7.18)La référene employée pour les mesures de rendement quantique des di�érents dérivésde BODIPY ainsi que des partiules absorbant à des longueurs d'onde inférieures à 530nm est la Rhodamine 590 (ΦF = 95% dans l'éthanol [19℄). Pour les moléules absorbantà des longueurs d'onde omprises entre 530 et 620 nm, la sulforhodamine 101 est utilisée(ΦF = 90% dans l'éthanol [379℄). Les rendements quantiques sont déterminés à 5% près.7.1.14 Fluorimétrie impulsionnelle : mesure des délins de �uo-reseneLa durée de vie de �uoresene orrespond au temps moyen de résidene des moléulesdans l'état exité S1 (équations 1.2 et 1.3).Elle dépend bien évidemment de la nature du �uorophore, mais également de sonétat himique (espèes aides-bases...) et de son environnement (solvant, visosité dumilieu...). La tehnique de �uorimétrie impulsionnelle permet d'étudier la dynamique desétats exités en exitant l'éhantillon par un train d'impulsions lumineuses très ourtesenvoyées par un laser et en omptant les photons émis en fontion du temps.Dans le plus simple des as, la réponse de l'éhantillon déroît alors de façon simple-ment exponentielle ar elle suit une inétique de premier ordre. C'est le as des �uoro-phores isolés en solution.Néanmoins, le délin peut être une fontion plus omplexe omme une somme d'ex-ponentielles disrètes (as de �uorophore agrégés, présene d'un inhibiteur...) :
IN (t) =

∑

i

aie
− t

τi (7.19)où : IN intensité de �uoresene normalisée
t temps
a oe�ient préexponentiel normalisé
τ durée de vie de �uoreseneLe montage expérimental (Figure 7.2) pour mesurer les durées de vie de �uoreseneest omposé d'une soure de lumière, d'un éhantillon en uve et d'une détetion.La soure est un laser aordable à modes bloqués omportant un barreau de saphirdopé par des ions titane et pompé par un laser à argon ionisé. L'ensemble délivre desimpulsions de 1,3 ps de largeur à mi-hauteur ave un taux de réurrene de 82 MHz dansun domaine de longueurs d'onde omprises entre 700 et 1000 nm. Le taux de répétitiondu train d'impulsions du laser est ramené à 4 MHz (soit 250 ns entre deux impulsions)
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Figure 7.2 � Montage expérimental utilisé pour enregistrer les délins de �uoresene.à l'aide d'un séleteur d'une ellule de Bragg. D'une part ela permet la relaxation om-plète des éhantillons entre deux exitations suessives ; et d'autre part ela limite lephotoblanhiment de l'éhantillon en modérant la quantité de lumière qu'il reçoit en uneimpulsion. Le faiseau laser passe ensuite dans un module omprenant des ristaux nonlinéaires qui, par doublage et triplage de fréquenes, permettront de travailler à des lon-gueurs d'onde d'exitation respetivement de 420 à 500 nm et 280 à 330 nm. Dans notreas, nous travaillerons toujours à une longueur d'onde d'exitation de 495 nm.Le faiseau laser est ensuite envoyé sur l'éhantillon par un jeu de miroirs. Des fentesde di�érentes largeurs ainsi qu'un �ltre neutre sont appliables a�n de moduler l'intensitélumineuse envoyée sur l'éhantillon. Nous avons toujours utilisé des fentes de 0,3 mm.Les photons de �uoresene sont en�n détetés par un photomultipliateur (PM) àgalette de miro-anaux (Hamamatsu Multi Channel Plate R3809U). La longueur d'onded'émission de �uoresene est hoisie pour haque système. Un disriminateur à frationonstante, plaé derrière le PM, permet de séletionner les signaux qui ont une ampli-tude onvenable (élimination d'une partie du bruit et des impulsions parasites). Le si-gnal életrique délivré est envoyé à la haîne de omptage et délenhe le onvertisseurtemps-amplitude. Une partie du faiseau laser d'exitation est prélevée et envoyée surune photodiode. L'impulsion délivrée par elui-i aratérise l'instant d'émission d'uneimpulsion laser. Elle est retardée par des âbles BNC et une boîte à retards et arrête leonvertisseur temps-amplitude. Celui-i délivre alors une impulsion dont la hauteur estproportionnelle à l'intervalle de temps qui s'est éoulé entre le signal START et le signalSTOP. Les signaux sont envoyés sur un miro-ordinateur par l'intermédiaire d'une arted'aquisition fournie ave le logiiel permettant d'enregistrer les délins de �uoresene.Le temps d'aquisition d'une ourbe de délin est ii d'une dizaine de minutes. Lafenêtre temporelle hoisie est dans la plupart des as de 30 à 40 ns et le nombre de anauxsur lequel est enregistré le délin est de 4096. L'impulsion laser est enregistrée en plaçantun éhantillon de silie (Ludox) et en enregistrant les photons di�usés à λexc = λF .



7.1. Tehniques de aratérisation 245Les délins de �uoresene sont ensuite ajustés par des modèles mathématiques, géné-ralement des sommes d'exponentielles. L'ajustement numérique des di�érents paramètresdu modèle s'e�etue selon la méthode des moindres arrés non linéaire [380℄. Le ritèredéterminant est la quantité χ2, qui mesure l'erreur entre les données expérimentales et lemodèle mathématique. Un ajustement numérique satisfaisant doit fournir une valeur de
χ2 prohe de 1, 'est-à-dire omprise entre 0,8 et 1,2 puisque la statistique de omptagesuit une distribution de Poisson [381℄.Les délins ont généralement été analysés grâe au programme Globals (Globals Un-limited, University of Illinois at Urbana-Champaign, Laboratory for Fluoresene Dyna-mis) qui permet d'e�etuer rapidement un ajustement de délin jusqu'à 4 exponentiellesen tenant ompte de l'impulsion, via une minimisation de type Levenberg-Marquardt[382, 383℄. En vertu du ritère χ2, le logiiel ajuste numériquement la fontion alulée audélin expérimental en faisant varier les paramètres ai et τi ainsi que le déalage temporelentre l'impulsion laser, le délin et le bruit de fond. Dans la plupart des as l'ajustementnumérique est e�etué sur les 3500 premiers anaux et le niveau de bruit hoisi à 10.Les délins de �uoresene sont donnés à +

−0,05 ns.7.1.15 Anisotropie de �uoreseneLes mesures d'anisotropies de �uoresene permettent d'obtenir des informations surl'arrangement de �uorophores au sein d'un matériau et également sur les transferts d'éner-gie entre es �uorophores.L'appareil utilisé pour les mesures d'anisotropies stationnaire présente une géométriede type L : deux polariseurs sont utilisés, un en amont et l'autre en aval de l'éhantillon.Ces polariseurs tournent automatiquement de 90�durant la mesure pour enregistrer lesmesures de IHH , IHV , IV V , IV H et ainsi déduire G, A et P.

Figure 7.3 � Mesures d'anisotropie stationnaire.Les mesures d'anisotropies résolues en temps sont e�etuées sur le montage utilisépour mesurer les délins de �uoresene (7.1.14). La géométrie est également de type L,mais ette fois-i il faut tourner manuellement les polariseurs de Fresnel (amont) et de�uoresene (aval). Pour un même éhantillon, quatre délins sont don enregistrés. Il



246 7. Partie Expérimentalefaut veiller à ne pas bouger le �ltre neutre et à e que l'intensité du laser ne �utue pasdurant l'aquisition des mesures et entre haque mesure pour un même éhantillon. Il fautégalement aquérir les données pendant un laps de temps onstant (10 min). Typiquement,pour une mesure d'anisotropie, les fenêtres utilisées sont de 12,5 ns, les �ltres de 0,3 mmet la longueur d'onde d'exitation de 495 nm.



7.2. Modes opératoires 2477.2 Modes opératoires7.2.1 Réatifs employésLes réatifs utilisés sont résumés dans les tableaux suivants, selon leur utilisation :monomères et amoreurs de polymérisation radialaire (Tableau 7.1) et solvants (Ta-bleau 7.2). D'une manière générale, les produits proviennent de la soiété Sigma-Aldrihet ne sont pas puri�és avant utilisation. Seuls les produits noti�és sont distillés sous pres-sion réduite avant utilisation. L'eau est permutée sur des membranes éhangeuses d'iond'un système Milli-Q de hez Millipore ave une résistivité de 15 MΩ.m à 20�C. L'eaude qualité ultra pure est permutée une seonde fois ave une résistivité de 18 MΩ.m à20�C. Les solvants employés ainsi que la silie proviennent de la soiété Carlo Erba. Deuxtypes de silie ont été utilisés : lorsque la qualité n'est pas préisée dans le texte, il s'agitde silie 60A (70-200 µm) et lorsque le terme "silie �ne" est employé, il s'agit de silie60A (40-63 µm). En�n, ertains produits ont été puri�és sur plaques préparatives de silie(ouhe 2 mm, silie 60A 15 µm).Tableau 7.1 � Monomères et amoreurs radialaires.Réatif Abréviationaide 4,4'-azobis-4-yanopentanoïque ACPA2,2'-azobisisobutyronitrile 1 AIBNaide arylique AAaide métharylique AMAarylate de butyle 2 ABuarylate de méthoxy poly(oxyde d'éthylène) Mn = 454 g/mol APEOmétharylate de méthyle 2 MMAstyrène 2 S
1 Reristallisé dans le CHCl3 et quelques gouttes d'EP. 2 Monomères distillés sous pressionréduite avant utilisation.



248 7. Partie ExpérimentaleTableau 7.2 � SolvantsSolvant Abréviation Remarquesaétate d'éthyle AOEtdihlorométhane DCMdiméthylformamide DMFdiméthylsulfoxide DMSO1,4-dioxane dioxaneéthanol EtOHéther de pétrole EP Teb = 40-65�Cméthanol MeOHtétrahydrofurane THF7.2.2 Synthèse moléulaire2,6-diéthyl-4,4-di�uoro-8-(4-hydroxyphényl)-1,3,5,7-tétraméthyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaène
N

B
N

OH

5'

6'6

5
6''

7

7'

12

1'
1

22'

2'' 3

3'

10

11 11

10
9

8

F FPSfrag replaements 2La synthèse de ette moléule a été réalisée suivant la proédure dérite dans la litté-rature (omposé 1b [384℄).Dans un ballon triol, le 4-hydroxybenzaldéhyde (20,30 mmol, 2,48 g) est mis en sus-pension dans 500 mL de dihlorométhane se, à température ambiante. À ette suspensionest ajouté le kryptopyrrole (2 équiv., 40,60 mmol, 5,00 g). Environ une heure plus tard(après onsommation du pyrrole, suivi CCM), la poudre de hloranile est ajoutée (1 équiv.,20,30 mmol, 4,95 g) et deux minutes après la N,N -diisopropyléthylamine (7 équiv., 142,10mmol, 19,37 g). En�n, 15 minutes plus tard, l'éthérate de tri�uorure de bore (11 équiv.,223,30 mmol, 31,69 g) est lentement additionné. L'expériene est stoppée au bout d'uneheure environ. Le solvant est évaporé et le mélange puri�é par hromatographie sur gelde silie (DCM). Une poudre orange-verte fonée est obtenue ave un rendement de 80%.RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,12 (d, 2H, JH−H = 8,7 Hz, H10), 6,94 (d, 2H,
JH−H = 8,7 Hz, H11), 5,23 (s, 1H, -OH), 2,53 (s, 6H, H3′ , H5′), 2,30 (q, JH−H = 7,6 Hz,4H, H2′ , H6′), 1,35 (s, 6H, H1′ , H7′), 0,98 (t, JH−H = 7,6 Hz , 6H, H2′′ , H6′′) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 156,2 (C12), 153,7, 138,6, 132,9, 131,3, 129,9 (C10),128,3, 116,2 (C11), 17,2 (C2′ , C6′), 14,8 (C2′′ , C6′′), 12,6 (C3′ , C5′), 12,0 (C1′ , C7′).



7.2. Modes opératoires 249RMN 19F (376 MHz, CDCl3) : δ = - 145,6 (q, JF−B = 32,3 Hz) ppm.RMN 11B (128 MHz, CDCl3) : δ = - 0,13 (t, JB−F = 33,2 Hz) ppm.F > 260�C.HRMS (ESI) m/z [M + Na℄+ alulé pour C23H27BF2N2ONa : 419,2082, trouvé :419,2097.2,6-diéthyl-4,4-di�uoro-8-(4-(métharyloyloxy)phényl)- 1,3,5,7-tétraméthyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaène
N

B
N

O

O
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H
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12
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16'
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F FPSfrag replaements 1Dans un ballon triol équipé d'une garde à CaCl2, le BODIPY phénol 2 (1,2 mmol,475 mg) est dissous dans 50 mL de dihlorométhane anhydre à température ambiante.Puis la DBU (2 équiv., 2,4 mmol, 365 mg) est lentement ajoutée au milieu réationnel àl'aide d'une seringue. En�n, le hlorure de métharyloyle (1,5 équiv., 1,8 mmol, 190 mg)est ajouté au mélange devenu noir. La réation est arrêtée après 24h, après disparitiondu BODIPY phénol sur plaque CCM. Le solvant est évaporé et le mélange puri�é parhromatographie sur gel de silie (DCM/EP : 70/30). 432 mg de produit sont obtenus(78% de rendement).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,32 (d, 2H, JH−H = 8,7 Hz, H10), 7,27 (d, 2H,
JH−H = 8,7 Hz, H11), 6,39 (s, 1H, H16′), 5,80 (s, 1H, H16), 2,52 (s, 6H, H3′, H5′), 2,29 (q,
JH−H = 7,6 Hz, 4H, H2′ , H6′), 2,08 (s, 3H, H15), 1,33 (s, 6H, H1′ , H7′), 0,97 (t, JH−H =7,6 Hz, 6H, H2′′ , H6′′) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 165,7 (C13), 154,0, 151,4, 139,2, 138,5, 135,8, 133,3,133,0, 130,9, 129,5 (C10), 127,7 (C16), 122,6 (C11), 18,5 (C15), 17,2 (C2′ , C6′), 14,7 (C2′′ ,C6′′), 12,6 (C3′ , C5′), 11,9 (C1′ , C7′) ppm.RMN 19F (376 MHz, CDCl3) : δ = -145,7 (q, JF−B = 32,9 Hz) ppm.RMN 11B (128 MHz, CDCl3) : δ = -0,15 (t, JB−F = 32,9 Hz) ppm.F = 186◦C.HRMS (ESI) m/z [M + Na℄+ alulé pour C27H31BF2N2O2Na : 487,2344 ; trouvé :487,2349.



250 7. Partie Expérimentale2,6-diéthyl-4,4-di�uoro-8-(4-(aryloyloxy)phényl)- 1,3,5,7-tétraméthyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaène
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PSfrag replaements 12Le même protoole que pour la synthèse du BODIPY 1 a été suivi, le omposé dedépart étant le BODIPY 2. L'estéri�ation est faite en présene de hlorure d'aryloyle.565 mg d'une poudre rose sont obtenus ave un rendement de 50%.RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,33-7,27 (m, 4H, H10, H11), 6,65 (dd, JH−H = 1,2Hz, JH−H = 17,4 Hz, 1H, H15), 6,36 (dd, JH−H = 17,2 Hz, JH−H = 10,3 Hz, 1H, H14),6,06 (dd, JH−H = 1,2 Hz, JH−H = 10,5 Hz, 1H, H15′), 2,53 (s, 6H, H3′ , H5′), 2,30 (q, JH−H= 7,8 Hz, 4H, H2′ , H6′), 1,34 (s, 6H, H1′ , H7′), 0,98 (t, JH−H = 7,3 Hz, 6H, H2′′ , H6′′)ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 164,3 (C13), 154,0, 151,1, 139,2, 138,4, 133,4, 133,1(C15), 130,9, 129,5 (C10), 127,8 (C14), 122,4 (C11), 17,2 (C2′ , C6′), 14,7 (C2′′ , C6′′), 12,6(C3′ , C5′), 11,9 (C1′ , C7′) ppm.RMN 19F (376 MHz, CDCl3) : δ = -145,7 (q, JF−B = 32,3 Hz) ppm.RMN 11B (128 MHz, CDCl3) : δ = -0,15 (t, JB−F = 34,5 Hz) ppm.HRMS (ESI) m/z [M + H℄+ alulé pour C26H29BF2N2O2H : 451,2368 ; trouvé :451,2359.F = 175◦C.Chlorure de 4-vinylbenzoyle
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8PSfrag replaements 17La synthèse de e réatif a été réalisée en quatre étapes selon des protooles déritsdans la littérature.



7.2. Modes opératoires 251Première étape : synthèse de l'aide 4-bromométhylbenzoïqueL'aide 4-bromométhylbenzoïque est obtenu à partir de l'aide 4-méthylbenzoïque,selon un protoole issu de la référene [385℄, omposé 5. 7,90 g de produit sont obtenusave un rendement quantitatif.Deuxième étape : synthèse du bromure de (4-arboxybenzyl)triphénylphosphoniumLe bromure de (4-arboxybenzyl)triphénylphosphonium est obtenu à partir de l'aide4-bromométhylbenzoïque, selon un protoole issu de la référene [386℄. 6,49 g de produitsont obtenus ave un rendement de 45%.Troisième étape : synthèse de l'aide 4-vinylbenzoïqueL'aide 4-vinylbenzoïque est obtenu à partir du bromure de (4-arboxybenzyl) tri-phénylphosphonium, selon un protoole issu de la référene [386℄. 2,14 g de produit sontobtenus ave un rendement de 79%.Quatrième étape : synthèse de hlorure de 4-vinylbenzoyleL'aide 4-vinylbenzoïque (3,38 mmol, 0,5 g) est dissous dans 12 mL de hloroformepuis le hlorure de thionyle (10 équiv., 33,8 mmol, 4,02 g) est ajouté rapidement. En�n,une goutte de DMF est ajoutée au mélange réationnel. La solution est plaée à re�uxpendant 5h. Le mélange réationnel est puri�é par une ourte hromatographie sur gel desilie(DCM). Une huile jaune est obtenue ave un rendement quantitatif.RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 8,08 (d, 2H, JH−H = 8,7 Hz, H10), 7,52 (d, 2H,
JH−H = 8,7 Hz, H11), 6,77 (dd, 1H, JH−H = 11,0, 17,4 Hz, H13), 5,95 (d, 1H, JH−H =17,4 Hz, H14), 5,49 (d, 1H, JH−H = 17,4 Hz, H14′) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 168,0 (C8), 144,5 (C12), 135,5 (C13), 132,0 (C9),131,9 (C10), 126,7 (C11), 118,6 (C14) ppm.C9H17ClO : 166,02.2,6-diéthyl-4,4-di�uoro-8-(4-vinylphényl)- 1,3,5,7-tétraméthyl-4-bora-3a,4a- diaza-
s-indaène
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PSfrag replaements 15Le hlorure de 4-vinylbenzoyle 17 (2,0 mmol, 332 mg) est dissous dans 50 mL dedihlorométhane se. À ette solution est ajouté le kryptopyrrole (2,1 équiv., 4,2 mmol,



252 7. Partie Expérimentale570 µL) et le mélange plaé à re�ux du DCM pendant deux heures. Le mélange est alorsreplaé à température ambiante et la N,N -diisopropyléthylamine (8 équiv., 16,0 mmol,2,07 g) est ajoutée puis, 15 min. après, l'éthérate de tri�uorure de bore (11 équiv., 22 mmol,3,12 g). La solution est rouge bordeaux, très peu �uoresente. Le solvant est évaporé etle mélange puri�é par deux hromatographies sur gel de silie (DCM). 60 mg de produitsont obtenus (7 % de rendement).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,53 (d, 2H, JH−H = 7,8 Hz, H11), 7,24 (d, 2H,
JH−H = 8,2 Hz, H10), 6,79 (dd, 1H, JH−H = 10,8, 17,4 Hz, H13), 5,86 (d, 1H, JH−H =17,4 Hz, H14), 5,35 (d, 1H, JH−H = 11,0, H14′), 2,53 (s, 6H, H3′ , H5′), 2,30 (q, 4H, JH−H= 7,56, H2′ , H6′), 1,32 (s, 6H, H1′ , H7′), 0,98 (t, 6H, JH−H = 7,6, H2′′ , H6′′) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 153,8, 140,1, 138,5, 138,1, 136,4 (C13), 135,4, 132,9,130,9, 128,7 (C10), 126,9 (C11), 114,9 (C14), 17,2 (C2′ , C6′), 14,8 (C2′′ , C6′′), 12,6 (C3′ , C5′),12,0 (C1′ , C7′) ppm.RMN 19F (376 MHz, CDCl3) : δ = -145,7 (q, JF−B = 32,9 Hz) ppm.RMN 11B (128 MHz, CDCl3) : δ = -0,15 (t, JB−F = 33,2 Hz) ppm.HRMS (ESI) m/z [M + Na℄+ alulé pour C25H29BF2N2Na : 429,2284 ; trouvé :429,2289.F = 250�C.2,6-diéthyl-4,4-di�uoro-8-(4-(2-hydroxyéthoxy)phényl)- 1,3,5,7-tétraméthyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaène
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PSfrag replaements 16Le 4-(2-hydroxyéthoxy)benzaldéhyde utilisé dans ette synthèse a au préalable étésynthétisé selon un protoole dérit dans la littérature (shéma 1B, [321℄) (325 mg, 66%de rendement).Dans 25 mL de dihlorométhane anhydre sont dilués le 4-(2-hydroxyéthoxy) benzal-déhyde (1 mmol, 0,17 g) et le kryptopyrrole (2 équiv., 2 mmol, 0,25 g). L'ensemble estplaé sous argon et une garde à CaCl2 est ajoutée. 4 gouttes de TFA sont ajoutés à lasolution et la réation est laissée pendant une heure à température ambiante. Le hlo-ranile (1 équiv., 1 mmol, 0,24g) est ajouté au milieu réationnel puis 2 min après laN,N -diisopropyléthylamine (7 équiv., 7 mmol, 0,9 g) est ajoutée à la seringue et en�n 15min plus tard, l'éthérate de tri�uorure de bore (11 équiv., 11 mmol, 1,56 g). La réation



7.2. Modes opératoires 253est stoppée après 2 h. Le produit brut est évaporé sous vide à l'évaporateur rotatif et pu-ri�é sur gel de silie (CHCl3). 318 mg d'une poudre rose sont obtenus ave un rendementde 72%.RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,18 (d, 2H, JH−H = 6,4 Hz, H10), 7,03 (d, 2H,
JH−H = 6,9 Hz, H11), 4,16 ( t, 2H, JH−H = 4,6 Hz, H13), 4,03 (t, 2H, JH−H = 4,4 Hz,H14), 2,53 (s, 6H, H3′ , H5′), 2,30 (q, 4H, JH−H = 7,6 Hz, H2′ , H6′), 1,33 (s, 6H, H1′ , H7′),0,98 (t, 6H, JH−H = 7,6 Hz, H2′′ , H6′′) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 159,2 (C12), 153,7, 140,2, 138,4, 132,8, 131,3, 129,7(C10), 128,5, 115,1 (C11), 69,3 (C13), 61,6 (C14), 17,2 (C2′ , C6′), 14,8 (C2′′ , C6′′), 12,6 (C3′ ,C5′), 12,0 (C1′ , C7′) ppm.RMN 19F (376 MHz, CDCl3) : δ = -145,7 (q, JF−B = 32,3 Hz) ppm.RMN 11B (128 MHz, CDCl3) : δ = -0,15 (t, JB−F = 34,5 Hz) ppm.HRMS (ESI) m/z [M + Na℄+ alulé pour C25H31N2O2F2BNa : 463,2339 ; trouvé :463,2342.2,6-diéthyl-4,4-di�uoro-8-(4-(2-(métharyloyloxy)éthoxy)phényl)-1,3,5,7-tétra-méthyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaène
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PSfrag replaements 13Le BODIPY 16 (0,43 mmol, 190 mg) est dissous dans le dihlorométhane (4 mL) sousargon. Le milieu réationnel est refroidi par un bain de glae et la triéthylamine (7 équiv.,3,0 mmol , 0,41 mL) est ajoutée. Le hlorure de métharyloyle (1,5 équiv., 0,65 mmol, 60
µL) dilué dans 1 mL de dihlorométhane est alors lentement additionné pendant environ3 min à l'aide d'une seringue. La réation est poursuivie pendant une nuit. Le mélangeest lavé deux fois ave environ 50 mL d'eau puis une fois ave 50 mL de solution NaClsaturée. Les phases aqueuses sont réunies et extraites une fois ave du dihlorométhane.Les phases organiques sont réunies, séhées sur MgSO4, �ltrées sur oton et évaporéessous vide à l'évaporateur rotatif. Le produit brut est puri�é sur gel de silie (EP/DCM :1/2). 100 mg d'une poudre rose sont obtenus ave un rendement de 50 %.RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,17 (d, 2H, JH−H = 7,3 Hz, H10), 7,02 (d, 2H,
JH−H = 7,3 Hz, H11), 6,19 (s, 1H, H18), 5,62 (s, 1H, H18′), 4,54 (t, 2H, JH−H = 4,1 Hz,H14), 4,29 (t, 2H, JH−H = 3,7 Hz, H13), 2,52 (s, 6H, H3′ , H5′), 2,30 (q, 4H, JH−H = 7,3



254 7. Partie ExpérimentaleHz, H2′ , H6′), 1,98 (s, 3H, H17), 1,33 (s, 6H, H1′ , H7′), 0,98 (t, 6H, JH−H = 7,3 Hz, H2′′ ,H6′′) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 167,5 (C15), 159,1 (C12), 153,7, 140,2, 138,5, 136,1,132,8, 131,3, 129,7 (C10), 128,6, 126,3 (C18), 115,3 (C11), 66,1 (C13), 63,1 (C14), 18,5 (C17),17,2 (C2′ , C6′), 14,8 (C2′′ , C6′′), 12,6 (C3′ , C5′), 12,0 (C1′ , C7′) ppm.RMN 19F (376 MHz, CDCl3) : δ = -145,7 (q, JF−B = 32,3 Hz) ppm.RMN 11B (128 MHz, CDCl3) : δ = -0,17 (t, JB−F = 32,0 Hz) ppm.HRMS (ESI) m/z [M + Na℄+ alulé pour C29H35N2O3F2BNa : 531,2607, trouvé :531,2604.F = 169 ◦C.2,6-diéthyl-4,4-di�uoro-8-(4-(2-(aryloyloxy)éthoxy)phényl)-1,3,5,7-tétraméthyl--4-bora-3a,4a-diaza-s-indaène
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PSfrag replaements 14Le même protoole que pour la synthèse du monomère 13 a été suivi, le BODIPYde départ utilisé étant également le omposé 16. L'estéri�ation est faite en présene dehlorure d'aryloyle. 43 mg d'une poudre rose sont obtenus ave un rendement de 44 %.RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,18 (d, 2H, JH−H = 8,7 Hz, H10), 7,02 (d, 2H,
JH−H = 9,1 Hz, H11), 6,50 (d, 1H, JH−H = 17,4 Hz, H17), 6,21 (dd, 1H, JH−H = 17,2,
JH−H = 10,3 Hz, H16), 5,90 (d, 1H, JH−H = 10,5 Hz, H17′), 2,53 (s, 6H, H3′ , H5′), 2,30(q, 4H, JH−H = 7,6 Hz, H2′ , H6′), 1,33 (s, 6H, H1′ , H7′), 0,98 (t, 6H, JH−H = 7,6 Hz, H2′′ ,H6′′) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 166,3 (C15), 159,0 (C12), 153,7, 138,5, 132,8, 131,7,131,3, 129,7 (C10), 128,6, 128,2, 115,3 (C11), 66,1 (C13), 63,0 (C14), 17,2 (C2′ , C6′), 14,8(C2′′ , C6′′), 12,6 (C3′ , C5′), 12,0 (C1′ , C7′) ppm.RMN 19F (376 MHz, CDCl3) : δ = -145,7 (q, JF−B = 32,3 Hz) ppm.RMN 11B (128 MHz, CDCl3) : δ = -0,15 (t, JB−F = 33,2 Hz) ppm.HRMS (ESI) m/z [M + Na℄+ alulé pour C28H33N2O3F2BNa : 517,2445, trouvé :517,2447.F = 172 ◦C.



7.2. Modes opératoires 2551-(naphthalène-1-yl)butane-1-one
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14PSfrag replaements 25Le naphtalène (39 mmol, 5g) est plaé dans un ballon de 250 mL plongé dans la glae,sous atmosphère d'argon. 100 mL de de dihlorométhane se sont ajoutés à l'aide d'uneampoule de oulée. Une fois le naphtalène dissous, une solution d'AlCl3 (1,75 équiv.,68 mmol, 9 g) et de hlorure de butyryle (1 équiv., 39 mmol, 4,4 g) dans 50 mL dedihlorométhane est ajoutée à l'ampoule de oulée. La réation est arrêtée après 2h enjetant le milieu réationnel sur de la glae et de l'eau dans un erlenmeyer sous viveagitation. La phase organique se déolore et passe d'une ouleur marron à une ouleurvert/jaune. Après 1h30, la phase organique est séparée puis lavée deux fois ave unesolution de KHCO3 saturée et une fois ave une solution de NaCl saturée. Les phasesaqueuses sont réunies et extraites une fois ave du dihlorométhane. Les phases organiquessont réunies, séhées sur MgSO4, �ltrées sur oton et évaporées sous vide à l'évaporateurrotatif. Le produit brut est puri�é sur gel de silie (EP/DCM : 2/1). Une huile jaune estobtenue ave un rendement de 93% (7,1 g).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 8,57 (d, JH−H = 8,7 Hz, 1H, H9), 7,92 (d, JH−H =8,2 Hz, 1H, H4), 7,81 (m, 2H, H2, H6), 7,50 (m, 3H, H3, H7, H8), 2,99 (t, JH−H = 6,9 Hz,2H, H12), 1,80 (m, 2H, H13), 1,00 (t, JH−H= 7,3 Hz, 3H, H14) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 205,0 (C11), 136,3 (C1), 134,0 (C5), 132,3, 130,1,128,4, 127,8, 127,3, 126,4, 125,8, 124,4, 44,1 (C12), 18,2 (C13), 13,9 (C14) ppm.C14H14O : 198,10.Oxime de la 1-(naphthalène-1-yl)butane-1-one (Z,E)
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OHPSfrag replaements 26Le hlorure d'hydroxylamonium (2 équiv., 48 mmol, 3,3 g) est dissous dans 50 mLd'éthanol et 20 mL de pyridine. Puis la étone 25 (24 mmol, 4,78 g), dissoute au préalabledans 50 mL d'éthanol est ajoutée. Le mélange réationnel est porté à re�ux pendant 24h.Une fois la réation revenue à température ambiante, 200 mL d'éther diéthylique y sontajoutés. Un lavage à l'eau de la phase organique est réalisé, puis elle-i est séhée sur



256 7. Partie ExpérimentaleMgSO4, �ltrée et évaporée sous vide à l'évaporateur rotatif. Une huile marron-orangéed'un mélange de stéréoisomères (Z, E : 30, 70) est obtenue ave un rendement > 95%. Leomposé est utilisé dans l'étape suivante sans puri�ation supplémentaire.RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,99 (m, 0,67H, H2), 7,86 (m, 2H), 7,73 (m, 0,33H,H2), 7,50-7,40 (m, 3H), 7,28 (m, 1H), 2,86 (td, JH−H = 3,4 Hz, 7,7 Hz, 1,25H, H12), 2,60(td, JH−H = 1,8, 7,1 Hz, 0,75H, H12), 1,50 (m, 2H, H13), 0,99-0,89 (m, 3H, H14) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 134,6 (C11), 133,9 (C11), 133,5, 133,3, 131,5, 129,6,129,1, 128,9, 128,6, 128,5, 126,6, 128,5, 126,6, 126,3, 126,2, 126,1, 125,7, 125,4, 125,3,125,2, 124,2, 38,7 (C12), 32,1 (C12), 19,9 (C13), 19,4 (C13), 14,5 (C14), 14,1 (C14) ppm.C14H15NO : 213,12.3-éthyl-2-(naphthalène-1-yl)-1-vinyl-1H-pyrrole
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18PSfrag replaements 27La synthèse des pyrroles 28, 29, 30 et des N -vinyl pyrroles 27, 31, 32 est inspirée dela littérature [44℄.L'oxime 26 (15 mmol, 3,2 g), le KOH (2 équiv., 30 mmol, 1,9 g) et le DMSO (100 mL)sont introduits dans un ballon triol de 250 mL. Le milieu réationnel est porté à 110�Cdans un bain d'huile sous agitation, équipé d'un réfrigérant et d'une garde de KOH dansle DMSO. Le mélange réationnel est alors plaé sous �ux d'aétylène. La réation eststoppée après 5h (suivi CCM sur silie : 0,5 mL de la solution plaés dans NH4Cl aqueuxet extraits à l'éther - éluant : EP / éther diéthylique : 2/1). Après retour à températureambiante de la solution, elle-i est transvasée dans un béher auquel de l'eau est ajoutéepuis 2 équiv. de NH4Cl sont additionnés pour neutraliser la phase aqueuse. Cette phase estextraite à l'éther diéthylique (5 fois 200 mL). La phase organique est en�n lavée par unesolution de NaCl saturée et séhée sur MgSO4, �ltrée sur oton et évaporée à l'évaporateurrotatif. Le produit brut est puri�é par hromatographie sur gel d'alumine neutre (EP :éther diéthylique 4 : 1 pour ommener jusqu'à éther diéthylique seul pour la dernièrefration (pyrrole)). Trois frations sont olletées :� N -vinyl pyrrole� étone� pyrroleDans notre as, seul le N -vinyl pyrrole a pu être isolé, le pyrrole et la étone étantretrouvés à l'état de traes. Une huile jaune est obtenue ave un rendement de 26% (3,94mmol).



7.2. Modes opératoires 257RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,90 (m, 1H, H9), 7,53-7,35 (m, 6H, HAr), 7,18 (d,1H, JH−H = 3,2 Hz, H16), 6,33 (m, 2H, H15, H17), 5,01 (dd, 1H, JH−H = 15,6 et 0,9 Hz,H18), 4,33 (dd, 1H, JH−H = 9,2 et 0,9 Hz, H18′), 2,24 (m, 2H, H13), 1,04 (t, 3H, JH−H =7,6 Hz, H14) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 134,0 (Cq,Ar), 133,7 (Cq,Ar), 131,8, 130,2, 128,8,128,3, 126,6, 126,4, 126,1, 125,4, 116,0 (C16), 110,0 (C15), 96,2 (C18), 19,5 (C13), 15,7 (C14)ppm.C18H17N : 247,33.3-éthyl-2-(naphthalène-1-yl)-1H-pyrrole
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16 15PSfrag replaements 28La déprotetion des N -vinyl pyrroles en pyrroles se fait selon un protoole issu de lalittérature [315℄.Le N -vinyl pyrrole 27 (2,6 mmol, 700 mg) est dissous dans 15 mL d'aétonitrile. Enparallèle est préparée une solution d'aétate de merure (3 équiv., 7,7 mmol, 2452 mg)dans 15 mL d'aétonitrile et 15 mL d'eau. Cette solution est ajoutée goutte à goutte à lapipette pasteur à la solution ontenant le N -vinyl pyrrole. Le mélange est hau�é à 55�Cpendant 30 min. La solution devient noire. Une fois le mélange refroidi, le NaBH4 (≈ 6équiv., 15,5 mmol, 600 mg) est ajouté en 10 min. environ à la spatule. La suspension est�ltrée puis 20 mL d'éther diéthylique y sont ajoutés. Le produit est puri�é par un lavageave une solution de saumure (3 fois 20mL) et séhé sur K2CO3 pendant 30 min. Unehuile est obtenue ave un rendement de 46%.RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,86 (m, 3H, HAr), 7,49 (m, 4H, HAr), 6,90 (t, 1H,

JH−H = 2,8 Hz, H16), 6,32 (t, 1H, JH−H = 2,8 Hz, H15), 2,44 (q, 2H, JH−H = 7,6 Hz,H13), 1,13 (t, 3H, JH−H = 7,6 Hz, H14) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 128,4 (CAr), 128,3 (CAr), 128,0 (CAr), 126,35 (CAr),126,28 (CAr), 126,0 (CAr), 125,5 (CAr), 117,4 (C16), 108,9 (C15), 19,6 (C13), 15,8 (C14)ppm.C16H15N : 221,12.2,6-diéthyl-4,4-di�uoro-8-(4-hydroxyphényl)-5,3-(1-naphtyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaène : mélange de onformèresLe même mode opératoire que pour le BODIPY 2 a été suivi, en partant du pyrrole28. Le mélange réationnel est puri�é par deux hromatographies suessives sur gel de



258 7. Partie Expérimentale
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F FPSfrag replaements 33silie �ne (EP/DCM : gradient de EP pur vers DCM pur). Une poudre rose-violet fonéest obtenue ave un rendement de 4% (20 mg).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,80 (m, 4H, HAr), 7,64 (m, 4H, HAr), 7,55-7,30 (m,8H, HAr), 7,05 (d, 2H, JH−H = 7,8 Hz, H11), 6,81 (s, 2H, H1,7), 2,04 (m, 2H, H2′,6′), 1,92(m, 2H, H2′,6′), 0,90 (m, 6H, H2′′,6′′) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 157,6 (C12), 137,2, 134,5, 133,2, 132,5, 132,4, 129,8,128,2, 128,6, 128,6, 128,4 (C10), 127,1, 126,4, 126,3, 126,2, 125,9, 125,8, 125,1, 115,5 (C11),30,3 (C2′ , C6′), 27,0 (C2′ , C6′), 14,3 (C2′′ , C6′′), 14,2 (C2′′ , C6′′) ppm.RMN 19F (376 MHz, CDCl3) : δ = -126,4 (m, 0,7F), -137,5 (q, 2F, JF−B = 32,3 Hz),-147,4 (m, 0,7F) ppm.RMN 11B (128 MHz, CDCl3) : δ = -0,29 (t, JB−F = 30,8 Hz) ppm.F ≈ 250�C.HRMS (ESI) m/z [M + Na℄+ alulé pour C39H31BF2N2ONa = 615,2395, trouvé615,2469.2,6-diéthyl-4,4-di�uoro-8-(4-(métharyloylloxy)phényl)-5,3-(1-naphtyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaène : mélange de onformères
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PSfrag replaements 6Le même mode opératoire que pour le BODIPY phénol 2 a été suivi en partant dupyrrole 28. Une poudre grasse rose-violet est obtenue ave un rendement d'environ 50 %.La RMN du 1H est ininterprétable, la RMN du 13C est très di�ile à interpréter maisontient entre autres les signaux suivants :RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 155,9, 137,6, 134,5, 132,2, 132,3, 131,0, 130,0-128,0(massif), 127,0-125,0 (massif), 115,9, 38,5, 29,8, 14,3, 14,2 ppm.



7.2. Modes opératoires 259RMN 19F (376 MHz, CDCl3) : δ = -126,3 (m, 0,7F), -137,5 (q, 2F, JF−B = 32,3 Hz),-147,4 (m, 0,7F) ppm.RMN 11B (128 MHz, CDCl3) : δ = -0,29 (t, JB−F = 29,5 Hz) ppm.HRMS (ESI) m/z [M + Na℄+ alulé pour C43H35BF2N2O2Na = 683,2657 trouvé683,2657.1-(8-méthylnaphthalène-1-yl)butane-1-one
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15PSfrag replaements 34Le même mode opératoire que pour la étone 25 a été suivi. Une huile jaune estobtenue ave un rendement de 86% (10,24 g).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 8,64 (m, 1H, HAr), 7,76 (d, 1H, HAr, JH−H = 7,3Hz, HAr), 7,58 (m, 2H, HAr), 7,34 (dd, 1H, JH−H = 7,3, 0,9 Hz, HAr), 3,02 (t, 2H, JH−H= 7,3, H13), 2,74 (s, 3H, H11), 1,82 (m, 2H, H14), 1,03 (t, 3H, JH−H = 7,3 Hz, H15) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 205,0 (C12), 139,4, 134,9, 133,1, 130,4, 127,5, 127,4,126,5, 126,4, 125,4, 125,4, 44,1 (C13), 20,2 (C11), 18,5 (C14), 14,0 (C15) ppm.C15H16O : 212,12.Oxime de la 1-(8-méthylnaphthalène-1-yl)butane-1-one (Z,E)
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15PSfrag replaements 35Le même mode opératoire que pour l'oxime 26 a été suivi, en partant du omposé 34.Un solide jaune/marron est obtenu ave un rendement de 90% (9,85 g).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 8,02-7,17 (m, 6H, HAr), 2,84 (m, 1,1H, H13), 2,69(s, 3H, H11), 2,58 (m, 0,9H, H13), 2,50 (m, 2H, H14), 0,90 (m, 3H, H15) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 161,6 (C12), 159,4 (C12), 135,4 (Cq,Ar), 135,4 (Cq,Ar),133,0 (Cq,Ar), 132,9 (Cq,Ar), 132,6 (Cq,Ar), 131,6 (Cq,Ar), 129,6 (Cq,Ar), 126,3-126,0 (CH,Ar),124,7 (CH,Ar), 124,6 (CH,Ar), 123,9 (CH,Ar), 38,8 (C13), 32,3 (C13), 20,0 (C14), 19,7 (C11),19,7 (C14), 14,5 (C15), 14,0 (C15) ppm.F = 75�C.C15H17NO : 227,13.



260 7. Partie Expérimentale3-éthyl-2-(8-méthylnaphthalène-1-yl)-1-vinyl-1H-pyrrole
N

13
1415 19
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1716

12PSfrag replaements 31Le même mode opératoire que pour le omposé 28 a été suivi en partant du omposé35, mais seul le N -pyrrole a pu être isolé (le pyrrole étant retrouvé à l'état de traes).Une huile marron est obtenue ave un rendement de 12% (430 mg).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 8,05 (d, 1H, HAr), 7,55-7,32 (m, 5H, HAr), 7,17 (d,1H, JH−H = 3,2 Hz, H17), 6,32 (m, 2H, H16, H18), 4,98 (d, 1H, JH−H = 16,0 Hz, H19),4,32 (d, 1H, JH−H = 9,2 Hz, H19′), 2,75 (s, 3H, H11), 2,23 (m, 2H, H14), 1,03 (t, 3H, JH−H= 7,6 Hz, H15) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 135,3 (Cq,Ar), 134,0 (Cq,Ar), 132,8 (Cq,Ar), 131,8(CH,Ar), 130,0 (CH,Ar), 127,2-124,4 (CAr), 115,7 (C17), 110,0 (C16), 96,0 (C19), 19,7 (C11),19,5 (C14), 15,7 (C15) ppm.C19H19N : 261,15.3-éthyl-2-(8-méthylnaphthalène-1-yl)-1H-pyrrole
HN

11

12

13

14
16 15PSfrag replaements 29Le même mode opératoire que pour le omposé 28 a été suivi en partant du omposé31. Une huile est obtenue ave un rendement quantitatif (370 mg).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 8,05 (m, 2H, HAr), 7,84 (m, 1H, HAr), 7,55-7,32(m, 3H, HAr), 6,89 (t, 1H, JH−H = 2,8 Hz, H17), 6,31 (t, 1H, JH−H = 2,8 Hz, H16), 2,74(s, 3H, H11), 2,42 (m, 2H, H14), 1,12 (t, 3H, JH−H = 7,6 Hz, H15) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 132,9, 128,0, 126,9, 126,2, 125,9, 125,8, 124,5, 117,2(C17), 108,8 (C16), 19,6 (C14), 15,8 (C15) ppm.C17H17N : 235,14.2,6-diéthyl-4,4-di�uoro-8-(4-hydroxyphényl)-5,3-(9-méthyl-1-naphtyl)-4-bora--3a,4a-diaza-s-indaèneLe même mode opératoire que pour les BODIPY phénol 2 et 33 a été suivi en partantdu pyrrole 29. Le produit brut est puri�é par deux olonnes sur gel de silie suessives :



7.2. Modes opératoires 261
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F FPSfrag replaements 36la première sur silie normale (EP puis EP/DCM pour �nir DCM seul) et la seonde surgel de silie �ne (ylohexane/DCM : 2/1 puis DCM seul). Une poudre rose-violet estobtenue ave un rendement d'environ 10% (50 mg).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,96 (d, 2H, JH−H = 8,2 Hz, HAr), 7,90 (d, 2H,
JH−H = 8,2 Hz, HAr) , 7,6-7,1 (m, 12H, HAr), 6,75 (m, 2H, H1,7), 2,64 (s, 6H, CH3), 2,03(m, 2H, H2′,6′), 1,91 (m, 2H, H2′,6′), 0,90 (m, 6H, H2′′,6′′) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 156,2, 137,6, 135,7, 134,4, 132,4, 130,0, 128,9, 128,3,126,7, 126,0, 125,7, 125,6, 124,5, 115,2 (C11), 19,9 (C2′ , C6′), 19,7 (C2′ , C6′), 14,4 (C2′′ ,C6′′), 14,2 (C2′′ , C6′′) ppm.RMN 19F (376 MHz, CDCl3) : δ = -125,9 (m, 0,8F), -137,5 (q, 2F, JF−B = 32,3 Hz),-147,7 (m, 0,8F) ppm.RMN 11B (128 MHz, CDCl3) : δ = -0,29 (t, JB−F = 29,5 Hz) ppm.F > 260�C.HRMS (ESI) m/z [M - H℄+ alulé pour C41H34BF2N2O : 619,2749, trouvé : 619,2732.2,6-diéthyl-4,4-di�uoro-8-(4-(métharyloylloxy)phényl)-5,3-(9-méthyl-1-naphtyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaène
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PSfrag replaements 7Le même protoole d'estéri�ation que pour la synthèse du BODIPY métharylate 1a été utilisé, en partant du BODIPY 36. Le produit brut est d'abord puri�é sur gel desilie �ne (ylohexane puis ylohexane/DCM : 4/1), puis une seonde fois sur plaquepréparatrie (hloroforme/EP : 2/1).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,89 (d, 2H, JH−H = 8,2 Hz, HAr), 7,83 (d, 2H,
JH−H = 7,8 Hz, HAr), 7,76 (m, 2H, HAr), 7,71 (m, 1H, HAr), 7,47-7,19 (m, 8H, HAr),7,21



262 7. Partie Expérimentale(m, 1H, HAr), 6,69 (s, 2H, H1,7), 6,38 (s, 1H, H16), 5,78 (s, 1H, H16′), 2,64 (s, 6H, CH3),2,14 (s, 3H, H15), 2,02 (m, 2H, H2′,6′), 1,88 (m, 2H, H2′,6′, 0,88 (m, 6H, JH−H = 7,6 Hz,H2′′,6′′) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 165,8 (C13),156,4 (C12), 152,4, 137,7, 135,8, 135,7,134,5, 132,45, 132,36, 132,1, 132,0, 131,8, 131,0, 128,9, 128,2, 128,1 (C16), 127,0, 126,8,126,0, 125,74, 125,66, 124,5, 121,8 (C11), 19,7 (C2′ , C6′), 19,4 (C2′ , C6′), 14,3 (C2′′ , C6′′)ppm.RMN 19F (376 MHz, CDCl3) : δ = -125,8 (m, 0,8F), -137,6 (q, 2F, JF−B = 32,3 Hz),-147,7 (m, 0,8F) ppm.RMN 11B (128 MHz, CDCl3) : δ = -0,25 (t, JB−F = 30,8 Hz) ppm.HRMS (ESI) m/z [M + Na℄+ alulé pour C45H39BF2N2O2Na : 711,2992, trouvé :711,2970.1-(1-biphényl-4-yl)butane-1-one
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PSfrag replaements 37Le même mode opératoire que pour la synthèse des moléules 25 et 34 a été suivi.Des ristaux blans sont obtenus ave un rendement de 72% (8,33 g).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 8,05 (d, 2H, JH−H = 6,9 Hz, H9, H11), 7,69 (d, 2H,

JH−H = 8,2 Hz, H8, H12), 7,63 (d, 2H, JH−H = 7,3 Hz, H3, H5), 7,48 (t, 2H, JH−H = 7,8Hz, H2, H6), 7,40 (t, 1H, JH−H = 7,3 Hz, H1), 2,98 (t, 2H, JH−H = 7,3 Hz, H14), 1,82 (m,2H, H15), 1,03 (t, 3H, JH−H = 7,3 Hz, H16) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 200,1 (C13), 145,6 (C7), 140,0 (C4), 135,9 (C10),129,1 (C2, C6), 128,8 (C9, C11), 128,3 (C1), 127,4 (C3, C5), 127,3 (C8, C12), 40,7 (C14),18,0 (C15), 14,1 (C16) ppm.F = 100�C.C16H16O : 224,12.Oxime de la 1-(1-biphényl-4-yl)butane-1-one (Z,E)Le même mode opératoire que pour la synthèse des moléules 26 et 35 a été suivi,en partant du omposé 37. Une poudre blanhe est obtenue ave un rendement de 95%(7,12 g).



7.2. Modes opératoires 263
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PSfrag replaements 38RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 9,54 (s, 1H, OH), 7,72 (d, 2H, JH−H = 8,2 Hz, H9,H4), 7,64 (m, 4H, H3, H5, H8, H12), 7,48 (t, 2H, JH−H = 7,6 Hz, H2, H6), 7,39 (t, 1H,
JH−H = 7,3 Hz, H1), 2,88 (t, 2H, JH−H = 7,8 Hz, H14), 1,68 (m, 2H, H15), 1,05 (t, 3H,
JH−H = 7,6 Hz, H16) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 159,5 (C13), 142,0 (C7), 140,5 (C4), 134,8 (C10),129,0, 127,7 (C1), 127,4, 127,3, 126,9, 28,2 (C14), 20,0 (C15), 14,5 (C16) ppm.F = 117�C.C16H17NO : 239,13.3-éthyl-2-(1-biphényle-4-yl)-1-vinyle-1H-pyrrole
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PSfrag replaements 32Le même mode opératoire que pour les omposés 28 et 29 a été utilisé, en partant del'oxime 38. Un solide marron est obtenu ave un rendement de 20% (700 mg).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,70-7,64 (m, 4H, H8, H9, H11, H11), 7,47 (m, 2H,H3, H5), 7,37 (m, 3H, H1, H2, H6), 7,10 (d, 1H, JH−H = 2,8 Hz, H18), 6,77 (dd, 1H, JH−H= 15,6 Hz, 8,7 Hz, H19), 6,27 (d, 1H, JH−H = 2,8 Hz, H17), 5,10 (d, 1H, JH−H = 15,6 Hz,H20, 4,59 (d, 1H, JH−H = 9,2 Hz, H20′), 2,49 (q, 2H, JH−H = 7,6 Hz, H15), 1,18 (t, 3H,
JH−H = 7,6 Hz, H16) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 140,8 (C7), 140,1 (C4), 132,1 (C19), 131,4 (C2, C6),130,8 (C10), 129,6 (C13), 129,0 (C3, C5), 127,6 (C1), 127,2 (C9, C11), 127,0 (C8, C12), 125,7(C14), 116,7 (C18), 110,2 (C17), 97,2 (C20), 19,5 (C15), 15,9 (C16) ppm.F = 78�CC20H19N : 273,15.



264 7. Partie Expérimentale3-éthyl-2-(1-biphényl-4-yl)-1-pyrrole
NH
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PSfrag replaements 30Le omposé 30 est obtenu de la même façon que les omposés 28 et 39, 'est à direpar déprotetion du omposé 32. Des ristaux oranges sont obtenus ave un rendementde 95% (600 mg).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 8,17 (s, 1H, NH), 7,69-7,64 (m, 4H, H8, H9, H10,H11), 7,50-7,45 (m, 4H, H2, H3, H5, H6), 7,36 (m, 1H, H1), 6,84 (t, 1H, JH−H = 2,5 Hz,H18), 6,27 (t, 1H, JH−H = 2,5 Hz, H17), 2,74 (q, 2H, JH−H = 7,6 Hz, H15), 1,29 (t, 3H,
JH−H = 7,6 Hz, H16) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 140,8 (C7), 138,9 (C4), 132,9 (C13), 129,0 (C2,C6), 127,5 (C9, C11), 127,4, 127,2, 127,1 (C3, C5, C8, C12), 123,5 (C14), 117,8 (C18), 110,2(C17), 19,9 (C15), 15,7 (C16) ppm.C18H17N : 247,14.2,6-diéthyl-4,4-di�uoro-8-(4-hydroxyphényl)-5,3-biphényl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaène
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F FPSfrag replaements 40Le même mode opératoire que pour les BODIPY phénol 2, 33, 36 a été suivi enpartant du pyrrole 30. Le produit brut est puri�é sur gel de silie (EP puis EP/DCM :1/1). Une poudre violette est obtenue ave un rendement de 16 % (130 mg).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,65-7,58 (m, 16H, HAr), 7,42 (m, 4H, HAr), 7,33(m, 2H, HAr), 6,76 (s, 2H, H1, H7), 2,39 (m, 4H, H2′,6′), 1,08 (m, 6H, H2′′,6′′) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 156,5 (C12), 141,5, 140,7, 136,3, 134,4, 132,5, 131,0,130,2, 129,1, 128,8, 127,9, 127,5, 127,3, 126,7, 115,2 (C11), 19,6 (C2′,6′), 14,7 (C2′′,6′′) ppm.



7.2. Modes opératoires 265RMN 19F (376 MHz, CDCl3) : δ = - 133,2 (q, JF−B = 32,3 Hz) ppm.RMN 11B (128 MHz, CDCl3) : δ = - 0,03 (t, JB−F = 32,0 Hz) ppm.HRMS (ESI) m/z [M - H℄+ alulé pour C43H34BF2N20 : 643,2752, trouvé : 643,2732.2,6-diéthyl-4,4-di�uoro-8-(4-(métharyloylloxy)phényl)-5,3-biphényl-4-bora-3a,-4a-diaza-s-indaène
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PSfrag replaements 8Le même protoole d'estéri�ation que pour la synthèse du BODIPY métharylate 1a été utilisé, en partant du BODIPY 40. Le produit brut est puri�é une première foissur gel de silie (EP puis gradient EP/DCM) et une seonde fois sur gel de silie �ne(ylohexane puis ylohexane/DCM : 1/2). Une poudre violette est obtenue ave unrendement de 30% (42 mg).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,68-7,60 (m, 16H, HAr), 7,42 (m, 4H, HAr), 7,35(m, 2H, HAr), 6,74 (s, 2H, H1,7), 6,44 (s, 1H, H16), 5,85 (s, 1H, H16′), 2,39 (q, 4H, JH−H= 7,6 Hz, H2′,6′), 2,13 (s, 3H, H15), 1,08 (t, 6H, JH−H = 7,6 Hz, H2′′,6′′) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 165,8 (C13),156,8 (C12), 152,4, 141,6, 140,8, 136,5,135,8, 134,5, 132,4, 131,8, 131,1, 130,3, 128,9, 128,1 (C16), 128,0, 127,6, 127,3, 126,7, 121,8(C11), 19,6 (C2′,6′), 18,6 (C15), 14,6 (C2′′,6′′) ppm.RMN 19F (376 MHz, CDCl3) : δ = -133,3 (q, JF−B = 32,3 Hz) ppm.RMN 11B (128 MHz, CDCl3) : δ = -0,02 (t, JB−F = 30,8 Hz) ppm.HRMS (ESI) m/z [M + Na℄+ alulé pour C47H39BF2N2O2Na : 735,2953, trouvé :735,2970.N -(9-(diméthylamino)-3-méthylphénazine-2-yl)propionamide
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266 7. Partie ExpérimentaleDans un ballon monool de 100mL, le hlorure de propionyle (1,2 équiv., 0,6 mmol, 66
µL) et l'EDC (1,5 équiv., 0,75 mmol, 155 mg) sont dilués dans 20 mL de THF fraîhementdistillé. Le Neutral Red (1 équiv., 0,5 mmol, 145 mg) est ajouté 20 minutes plus tard,suivi par un ajout de triéthylamine (3 équiv., 1,5 mmol, 152 mg). La solution initialementviolette devient marron. La réation est poursuivie pendant 48 h à température ambiante.Le solvant est évaporé sous vide à l'évaporateur rotatif. Le brut réationnel est dissousdans 100 mL de dihlorométhane et lavé par 100 mL d'eau basique, puis 100 mL d'eaudistillée, puis en�n par 100 mL d'une solution saturée de NaCl. Les phases aqueusesréunies sont à nouveau extraites au dihlorométhane. La phase organique est séhée surNa2SO4 et �ltrée. Le solvant est évaporé sous vide à l'évaporateur rotatif. Le produit brutest puri�é sur gel de silie (DCM/EtOH : 95/5). Une poudre rouge sombre est obtenueave un rendement de 20%.RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 8,73 (s, 1H, NH), 7,95 (d, 1H, H10, JH−H = 9,6Hz), 7,87 (s, 1H, H1), 7,50 (dd, 1H, JH−H = 9,6, 2,8 Hz, H8), 7,36 (s, 1H, H4), 7,02 (d,1H, JH−H = 2,8 H7), 3,16 (s, 6H, H13), 2,50 (m, 5H, H14, H16), 1,32 (t, 3H, JH−H = 7,6Hz, H17) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 172,3 (C15), 151,0 (C9), 145,6, 143,9, 138,9, 138,7,138,3, 130,1, 129,7, 122,2, 103,0, 40,6 (C13), 31,1 (C16), 18,6 (C14), 10,0 (C17) ppm.F = 250�C.C18H20N4O : 308,16.3,6-bis(diéthylamino)-spiro[isoindoline-1',9-xanthène℄-2'-amidoéthylamine
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PSfrag replaements 20La synthèse de e réatif a été réalisée selon des protooles dérits dans la littérature(omposé 3 [355℄, omposé 1 [356℄). À une solution d'éthylènediamine (4 équiv., 2 mmol,130 µL) dans l'éthanol (5mL) est ajoutée en 5 min à l'ampoule de oulée une solution deRhodamine B aide (0.5 mmol, 240 mg) dans l'éthanol (20mL). Après ajout, le mélange estporté à re�ux pendant une nuit. La réation n'étant que partiellement terminée, un exèsd'éthylènediamine (2 mL) est ajouté au milieu réationnel et le mélange est à nouveauporté à re�ux pendant 4h, jusqu'à déoloration partielle du milieu. Le solvant est évaporésous vide à l'évaporateur rotatif. 50 mL d'une solution d'aide hlorhydrique à 1M sontajoutés, puis au goutte à goutte environ 50 mL d'une solution de soude à 1M, jusqu'àobtenir un pH d'environ 9. La rhodamine préipitée en phase aqueuse basique est extraite3 fois ave 100 mL de dihlorométhane puis la phase organique est lavée ave 100 mL



7.2. Modes opératoires 267d'une solution de saumure. La phase organique est séhée sur Na2SO4, �ltrée et évaporéesous vide. Une poudre légère orange pâle est obtenue ave un rendement de 85% (211mg).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,78 (s, 1H, H3′), 7,43 (m, 2H, H4′ , H5′), 7,10 (d,
JH−H = 7,3 Hz, H6′), 6,48 (d, 2H, JH−H = 9,2 Hz, Hxan), 6,37 (d, 2H, JH−H = 2,3 Hz,Hxan), 6,28 (dd, 2H, JH−H = 2,8, 8,7 Hz, Hxan), 3,32 (m, 10H, H7, H8′), 2,45 (t, 2H, JH−H= 6,4 Hz, H9′), 1,16 (t, 12H, JH−H = 7,3 Hz, H8) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 169,0(C7′), 153,7, 153,3, 148,9, 132,6, 131,1, 128,8,128,2, 123,9, 122,9, 108,3 (Cxan), 105,5 (Cxan), 97,8 (Cxan), 65,2 (C9), 44,5 (C7), 43,2(C8′), 40,9 (C9′), 12,7 (C8) ppm.F = 190�C.C30H36N4O2 : 484,28.3,6-bis(diéthylamino)-spiro[isoindoline-1',9-xanthène℄-2'-(amidoéthyl) propio-namide
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PSfrag replaements 21À une solution de hlorure de propionyle (1,2 équiv., 0,12 mmol, 13 µL) dans le dihlo-rométhane se (5 mL) est ajouté l'EDC (1,5 équiv., 0,15 mmol, 31 mg). Le mélange estdégazé à l'argon pendant 15 minutes. La Rhodamine 20 (1 équiv., 0,1 mmol, 48 mg) estalors ajoutée. Le mélange est rose �uoresent. En�n, la triéthylamine (3 équiv., 0,3 mmol,40 µL) est ajoutée et le mélange devient rose pâle. L'expériene est poursuivie pendant 5jours à température ambiante. Le mélange réationnel est évaporé sous vide à l'évapora-teur rotatif et puri�é par hromatographie sur gel de silie �ne (DCM puis DCM/EtOH :90/10). Une poudre rose-orangé pâle est obtenue ave un rendement d'environ 50% (≈ 25mg).RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 7,89 (m, 1H, H3′), 7,44 (m, 2H, H4′ , H5′), 7,07 (m,1H, H6′), 6,79 (s, 1H, NH ), 6,41 (m, 2H, Hxan), 6,36 (d, 2H, JH−H = 2,3 Hz, Hxan), 6,26(dd, 2H, JH−H = 2,5, 10,1 Hz, Hxan), 3,31 (m, 10H, H7, H8′), 3,05 (m, 2H, H9′), 2,08 (q,2H, JH−H = 7,6 Hz, H11′), 1,15 (t, 12H, JH−H = 7,2 Hz, H8), 1,09 (t, 3H, JH−H = 7,6Hz, H12′) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 174,0 (C10′), 170,0 (C7′), 153,9, 153,4, 149,0, 132,9,130,6, 128,5, 128,3, 124,0, 122,9, 108,3 (Cxan), 104,8 (Cxan), 97,8 (Cxan), 65,8 (C9), 44,4(C7), 40,6 (C8′), 40,4 (C9′), 29,8 (C11′), 12,7 (C8), 10,0 (C12′) ppm.



268 7. Partie ExpérimentaleF = 165�C.C33H40N4O3 : 540,31.N -(2-aminoéthyl)biotinamide
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7PSfrag replaements 23La synthèse de ette moléule a été réalisée en adaptant deux protooles dérits dansla littérature (omposé 0076 [371℄, omposé B-ED [370℄).Dans un ballon monool, plaé sous atmosphère d'argon, la biotine (1 mmol, 244 mg)est dissoute dans 20 mL de DMF à 50�C. Une fois la biotine solubilisée, la solution estthermostatée à 4�C. Une solution de DCC (1,3 équiv., 1,3 mmol, 268 mg) et de NHS(2 équiv., 2 mmol, 230 mg) dans 2 mL de DMF est ajoutée. En�n, 15 minutes après,l'éthylènediamine (20 équiv., 20 mmol, 1,3 mL) est ajoutée à la miropipette. On observela formation d'un préipité blan. La réation est poursuivie durant une nuit. Le préipitéest �ltré sur fritté et riné au DCM.CCM (1-propanol : aide aétique : eau, 80 : 8 : 12) : une tahe présentant un rapportfrontal de 0,18, positive à une révélation à l'iode et à la ninhydrine.IR : 3510 (élongation NH), 1672, 1638 (vibration C=O amide), 1629 (vibration C=Oamide), 1539 (vibration CNH), 1413, 1240, 1089 m−1.HRMS (ESI) m/z : [M + Na℄+ alulé pour C12H22N402SNa, trouvé : 535,2124. Cettemasse molaire orrespondond au dimère de la biotinamide (C22H36N6O4S2Na).7.2.3 Synthèse maromoléulaireSynthèse d'agents RAFTAide 2-(dodéylthioarbonothioylthio)-2-méthylpropanoïque : TTCA
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2 5-15PSfrag replaements 18La synthèse de et agent de transfert a été réalisée au Laboratoire de Chimie desPolymères par M. Chuong Bui, selon un protoole dérit dans la littérature [387℄.Le bromure de tétraéthylammonium (0,04 équiv., 0,01 mol, 3,24 g) est mis en solutiondans 300 mL d'aétone. L'ensemble est plaé dans un bain de glae. Le dodéane-1-thiol(0,25 mol, 60 mL) est ensuite ajouté. Le milieu réationnel est dégazé pendant 20 min.à l'azote. 42 mL d'une solution aqueuse de NaOH à 25 M sont alors ajoutés à l'aide



7.2. Modes opératoires 269d'une ampoule de oulée pendant 2 heures. Le milieu réationnel est blan laiteux. Unesolution de sulfure de arbone (1 équiv., 0,25 mol, 15 mL) dans l'aétone (38 mL) estensuite ajoutée à l'aide de l'ampoule de oulée en 1h30 : la solution passe du blan aujaune. Le milieu réationnel est enore agité pendant 50 min. puis 250 mL de hloroformesont ajoutés. Par la suite, 200 mL d'une solution de NaOH à 25 M sont ajoutés pendant3 à 5 heures. Le mélange est alors agité à température ambiante pendant une nuit. Lelendemain, la phase aqueuse est devenue jaunâtre alors que la phase organique est marron.Le mélange est transvasé dans un béher dans lequel est ajouté 330 mL d'eau distillée. 65mL d'aide hlorhydrique onentré sont alors ajoutés, le mélange étant maintenu dansun bain de glae. Le produit est extrait à l'aide de 2x600 mL de dihlorométhane puisla phase organique évaporée à l'évaporateur rotatif. En�n, le produit est puri�é par deuxreristallisations dans l'hexane puis séhé sous vide à température ambiante. Un solidejaune est obtenu ave un rendement de 42%.RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 3,29 (t, 2H, JH−H = 7,3 Hz, H4), 1,74 (s, 6H, H2′ ,H2′′), 1,66 (qt, 2H, JH−H = 7,3 Hz, H5), 1,38 (m, 2H, H6), 1,25 (m, 16H, H7−14), 0,88 (t,3H, JH−H = 7,3 Hz, H15) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 221,1 (C3), 176,8 (C1), 55,5 (C2), 37,2 (C4), 32,0,29,8, 29,7, 29,6, 29,5, 29,3, 29,1, 27,9 (C5-C13), 25,4 (C2′ , C2′′), 22,8 (C14), 14,2 (C15)ppm.CAS : 461642-78-4.C17H32O2S3 : 364,16.Maro-agent RAFT à base de PEO dérivé du TTCA : PEO-TTC
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1920PSfrag replaements 3La synthèse de e maro-agent de transfert a été réalisée au Laboratoire de Chimiedes Polymères (UMR 7610) par Mme Jutta Rieger, selon un protoole dérit dans lalittérature [272℄.Le polyéthylène oxyde monométhoxy (PEO) fontionnalisé alool (2000 g/mol, 2,5mmol, 5g) est d'abord séhé ave du toluène en réalisant un montage azéotropique sousla rampe à vide/azote. L'opération est réalisée 3 fois et le PEO est laissé une nuit sousvide. Une solution de TTCA 18 (2 équiv., 5 mmol, 1,82 g), de DCC (2 équiv., 5 mmol,1,03 g) et de DMAP (0,2 équiv., 0,5 mmol, 0,06 g) dans 40 mL de DCM anhydre est alorsintroduite sous atmosphère d'azote à l'aide d'une anule dans un ballon ontenant le PEOse. La réation d'estéri�ation est poursuivie pendant 120 h à température ambiante. Lepolymère est puri�é par préipitation dans l'éther diéthylique froid. Après �ltration, leproduit est séhé sous vide à 40�C. Une poudre jaune est obtenue ave un rendement de90%. Fontionnalisation des haînes > 95% (RMN 1H).



270 7. Partie Expérimentale
Mn (RMN 1H) = 2420 g/mol, DPn = 45.CES (THF, alibration PMMA) = Mn = 3380 g/mol, IP = 1,06.CES (THF, alibration PS) = Mn = 3320 g/mol, IP = 1,06.RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : δ = 4,23 (t, 2H, JH−H = 4,8 Hz, H16), 3,6 (m, 182H,H17, H18, H19), 3,36 (s, 3H, H20), 3,24 (t, 2H, JH−H = 7,3 Hz, H4), 1,67 (s, 6H, H2′ , H2′′),1,62 (m, 2H, H5), 1,23 (m, 18H, H6 - H14), 0,86 (t, 3H, JH−H = 6,6 Hz, H15) ppm. .RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 221,5 (C3), 172,9 (C1), 72,0 (C19 term.), 70,6 (C18,C19), 68,9 (C17), 65,1 (C16), 59,1 (C20), 56,0 (C2), 37,0 (C4), 32,0, 29,7, 29,6, 29,5, 29,4,29,2, 29,0, 27,9 (C5-C13), 25,4 (C2′ , C2′′), 22,7 (C14), 14,2 (C15) ppm.Aide 4-yano-4-(thio-thiobutylsulfanyl) pentanoïque : CN-TTCA
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11PSfrag replaements 4La synthèse de et agent de transfert a été réalisée en quatre étapes ; elle est adap-tée d'un protoole fourni par le Laboratoire de Chimie et Proédés de Polymérisation deLyon, lui-même inspiré de la littérature [388, 389℄.Première étapeLe butane-1-thiol (224 mmol, 24 mL) est dissous dans 100 mL d'éther diéthylique dansun ballon de 250 mL, mis sous agitation et dégazé à l'argon. L'hydrure de sodium (1,2équiv., 269 mmol, 10,75 g) est ajouté en solide par petites portions puis la réation estpoursuivie pendant 15 min. Le buthylthiolate de sodium préipite et est isolé par essoragesur fritté, lavé ave de l'éther diéthylique (2 fois 25 mL) et en�n séhé sous vide. Unepoudre blanhe est obtenue dans un rendement quantitatif.Deuxième étapeDans un ballon triol équipé d'un thermomètre, d'un réfrigérant ave bulleur et d'uneampoule de oulée, le buthylthiolate (240 mmol, 26,9 g) est dissous dans 300 mL de THFanhydre. Le ballon est alors plaé dans un bain d'azote liquide, sous �ux d'azote. Une foisla température stabilisée vers 0�C, le �ux d'azote est arrêté et le sulfure de arbone (1,2équiv., 288 mmol, 17,4 mL) plaé dans l'ampoule de oulée ave 15 mL de THF anhydre.L'ajout se fait en une heure, en ontr�lant toujours que la température n'exède pas 0�C.La solution inolore prend une ouleur jaune-orangé. Une fois l'ajout terminé, la réationest laissée revenir à température ambiante. Le produit brut est puri�é par �ltration surfritté, le �ltrat réupéré et évaporé à se à l'évaporateur rotatif. Une huile jaune-orangéest obtenue ave un rendement quantitatif.



7.2. Modes opératoires 271Troisième étapeDans un ballon triol, le sel de trithioarbonate préédemment obtenu (240 mmol, 45g) est dissout dans 60 mL d'eau. Une solution de ferriyanure de potassium (1,15 équiv.,276 mmol, 91 g) dans 300 mL d'eau permutée est ajoutée à l'ampoule de oulée pendanttrois heures. Après addition, la solution est enore agitée pendant une heure. Le produitbrut est extrait ave 4 fois 200 mL d'éther diéthylique puis les phases organiques réuniessont alors lavées à l'eau. La phase organique est séhée sur MgSO4, �ltrée et évaporée sousvide à l'évaporateur rotatif. 31 g d'une huile rouge-orangé sont obtenus ave un rendementde 78%. Une brève analyse en RMN 13C dans le CDCl3 montre un pi à 221 ppm (C=S)ainsi que des pis aratéristiques d'une haîne butane.Quatrième étapeLe dimère de trithioarbonate (94 mmol, 31g) et l'ACPA (1,1 équiv., 103 mmol, 29 g)sont dissous dans 300 mL d'aétate d'éthyle. Le mélange est porté à re�ux pendant unenuit. Le produit brut est évaporé sous vide à l'évaporateur rotatif puis puri�é sur uneolonne �ash de silie. L'éluant de départ est l'héxane a�n d'éliminer le dimère puis il estprogressivement remplaé par l'aétate d'éthyle a�n de réupérer le produit désiré. Unedeuxième olonne (AOEt/EtP : 3/20) est néessaire a�n d'obtenir le produit totalementpur. Une huile jaune-orangé est obtenue ave un rendement de 70%.RMN 1H (200 MHz, CDCl3) : δ = 11,22 (s, 1H, OH), 3,29 (t, 2H, JH−H = 7,3 Hz,H8), 2,62 (m, 2H, H2), 2,36 (m, 2H, H3), 1,82 (s, 3H, H6), 1,63 (qt, 2H, JH−H = 7,4 Hz,H9), 1,38 (st, 2H, JH−H = 7,1 Hz, H10), 0,88 (t, 3H, JH−H = 7,2 Hz, H11) ppm.RMN 13C (50 MHz, CDCl3) : δ = 216,7 (C7), 176,9 (C1), 118,7 (C5), 46,1 (C4), 36,6(C8), 33,3, 29,6, 29,4, 24,6, 21,9, 13,5 (C11) ppm.C11H17NO2S3 : 291,05.Maro-agent RAFT à base de PEO dérivé du CN-TTCA : PEO-CN-TTC
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16PSfrag replaements 5La synthèse de e maro-agent de transfert a été réalisée suivant la proédure donnéedans la littérature [271, 390℄.Le poly(pxyde d'éthylène) monométhoxy (PEO) fontionnalisé alool (2000 g/mol,9,75 mmol, 19,5 g) est d'abord séhé ave du toluène en réalisant un montage azéotropiquesous la rampe à vide/azote. L'opération est réalisée trois fois et le PEO est laissé unenuit sous vide. Le PEO est alors dissout dans un minimum de dihlorométhane se.Parallèlement à ela, l'agent RAFT 4 (2,1 équiv., 20,5 mmol, 6 g) est dissout dans 70mL de dihlorométhane se auquel est ajoutée la DMAP (0,2 équiv., 1,8 mmol, 0,64g). La solution est transférée par anule au ballon ontenant le PEO. En�n, le DCC



272 7. Partie Expérimentale(2,2 équiv., 21,5 mmol, 4,4 g) est dissout dans 18 mL de dihlorométhane et ajouté àl'ampoule de oulée pendant 1h30 à température ambiante. La réation est poursuiviependant 6 jours. Le produit est puri�é par deux préipitations dans l'éther diéthylique àfroid puis une dernière fois de la même manière mais en l'ayant au préalable dissout dansdu dihlorométhane. Une poudre jaune est obtenue.
Mn (RMN 1H) = 2290 g/mol.CES (THF, alibration PMMA) : Mn = 3370 g/mol, IP = 1,06.CES (THF, alibration PS) : Mn = 3320 g/mol, IP = 1,07.RMN 1H (200 MHz, CDCl3) : δ = 4,24 (m, 2H, H12), 3,63 (m, 214H, H13, H14, H15),3,37 (s, 3H, H16), 3,33 (t, 2H, JH−H = 7,3 Hz, H8), 2,65 (t, 2H, JH−H = 11 Hz, H2), 2,50(m, 2H, H3), 2,37 (m, 2H, H3′), 1,86 (s, 3H, H6), 1,67 (qt, 2H, JH−H = 7,6 Hz, H9), 1,42(st, 2H, JH−H = 7,8 Hz, H10), 0,93 (t, 3H, JH−H = 7,3 Hz, H11) ppm.RMN 13C (100 MHz, CDCl3) : δ = 217,0 (C7), 171,5 (C1), 119,1 (C5), 72,0 (C14 etC15), 70,7 (C14 et C15), 69,1 (C14 et C15), 64,2 (C12), 59,1 (C16), 46,4 (C4), 36,8 (C8), 33,9,29,8, 24,9, 22,2, 13,7 (C11) ppm.Polymérisation en milieu homogène : synthèse de maro-agents RAFT à basede poly(oxyde d'éthylène) et d'aide aryliqueMaro-agents RAFT PEO45-b-PAA7−19-TTC
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C11H23Les maro-agents RAFT PEO-b-PAA-TTC-C12 sont synthétisés dans le 1,4-dioxane à75�C. Dans une expériene lassique, le maro-agent RAFT PEO-TTC (0,5 mmol, 1,21g, Mn = 2420 g/mol), l'aide arylique (20 équiv., 10 mmol, 720 mg) et le DMF (4équiv., 2 mmol, 146 mg) (utilisé omme référene interne pour la RMN 1H dans le CDCl3pour quanti�er la onversion de l'aide arylique) sont dissous dans 4.9 mL de dioxaneà température ambiante. Puis 0,1 mL d'une solution à 0,33 M d'ACPA dans le dioxane(fraîhement réalisée) est ajoutée au mélange réationnel. L'ensemble est dégazé à l'argonpendant 30 min dans un bain de glae, puis plaé dans un bain d'huile thermostaté à75�C. Le temps initial (ou t0) est pris omme étant le moment où le ballon est plaé dansle bain d'huile. Après 90 min, la réation est stoppée à l'aide d'une trempe dans l'eau à0�C. La onversion du monomère est déterminée par RMN 1H dans le CDCl3 ou par gravi-métrie (équation 7.1). Les opolymères présentant un nombre d'aide arylique supérieurà 15 ont pu être préipités dans le n-pentane à 0�C. En�n, le produit est séhé sous rampeà vide en hau�ant à 50�C environ a�n d'éliminer les traes d'aide arylique et de solvants.



7.2. Modes opératoires 273Maro-agents RAFT P(APEOx-co-AAy)-TTC
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Les maro-agents RAFT P(APEOx-co-AAy) ont été synthétisés suivant le même proto-ole général que les maro-agents RAFT PEO-b-PAA. L'agent RAFT moléulaire TTCA18 (1 équiv., 1,3 mmol, 485 mg), l'aide arylique (7,5 équiv., 10 mmol, 720 mg), l'arylatede PEO (7,5 équiv., 10 mmol, 4540 mg) et le DMF (3 équiv., 4 mmol, 292 mg) sont dissousdans 9 mL de dioxane à température ambiante. Ensuite, 1 mL d'une solution d'ACPA à0,09 M dans le dioxane est ajouté au mélange réationnel. L'ensemble est dégazé à l'argonpendant 30 min dans un bain de glae, puis plaé dans un bain d'huile thermostaté à75�C. Après 2h environ, la réation est stoppée à l'aide d'une trempe dans l'eau à 0�C.Les onversions des monomères sont déterminées par RMN 1H dans le CDCl3. Le opo-lymère est ensuite puri�é par deux préipitations dans le n-pentane refroidi dans un baineau/glae puis séhé sous vide en hau�ant à 50�C environ et sous agitation. En variant lesrapports entre aide arylique, arylate de PEO et agent RAFT, il est possible d'obtenirpar le même protoole des homopolymères de poly(aide arylique), ou de poly(arylatede PEO), ou des opolymères à rapports variables en monomères.Maro-agents RAFT PEO45-b-PAA7−19-b-PSy-TTC
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Les maro-agents RAFT PEO-b-PAA-b-PS ont été synthétisés suivant le même pro-toole général que leurs préurseurs PEO-b-PAA. Le maro-agent RAFT PEO-b-PAA(0,135 mmol, 443 mg), le styrène (100 équiv., 13,5 mmol, 1400 mg), le DMF (20 équiv.,2,7 mmol, 197 mg) sont dissous dans 3 mL de dioxane. Puis, 1 mL d'une solution d'ACPAdans le dioxane à 0,027 M est ajouté. L'ensemble est dégazé à l'argon pendant 30 mindans un bain de glae, puis plaé dans un bain d'huile thermostaté à 80�C. Après 3h, laréation est stoppée à l'aide d'une trempe dans l'eau glaée. La onversion du monomèreest déterminée par RMN 1H dans le CDCl3 ou par gravimétrie. Le opolymère est ensuiteséhé sous rampe à vide en hau�ant à 50�C environ a�n d'éliminer les traes de styrèneet de solvants. En variant le rapport entre styrène et maro-agent RAFT, il est possible



274 7. Partie Expérimentaled'obtenir par le même protoole des opolymères à blo possédant di�érentes tailles deblo hydrophobe.Polymérisation en milieu hétérogèneSynthèse en miniémulsion des nanopartiules à ÷ur styrène : synthèse enune étapeLe maro-agent RAFT PEO-b-PAA-b-PS (1 équiv., 0,027 mmol, 137 mg) et l'hexadé-ane (5% masse / styrène) sont dissous dans une solution d'AIBN (0,5 équiv., 0,013 mmol,2,2 mg) dans le styrène (160 équiv., 4,3 mmol, 447 mg). Une fois le mélange homogène, 3mL d'une solution basique de soude à 0,1 mM sont ajoutés. La dispersion est alors plaéedans un bain de glae et agitée à l'aide d'une pointe à ultrasons (Bandelineletronis,Sonoplus HD2200) réglée sur 130 W pendant 10 min. En�n, la miniémulsion est plaéedans un bain de glae et dégazée pendant 30 min à l'aide d'un �ux d'argon puis ferméehermétiquement à l'aide d'un septum et plaée dans un bain d'huile à 80�C. Des prélève-ment réguliers peuvent être réalisés à l'aide d'une seringue et les onversions du styrène etdu BODIPY sont respetivement déterminées par gravimétrie (équation 7.1) et par CESà l'aide d'une détetion UV-vis. (équation 7.2).Synthèse en miniémulsion des nanopartiules à ÷ur styrène et BODIPY :proédé "one-pot", deux étapes ave inversion de phaseLe maro-agent RAFT à base de PEO-b-PAA10 (1 équiv., 4,0× 10−2 mmol, 125 mg) estdissous dans un mélange de styrène (157 équiv., 6,3 mmol, 650 mg), d'AIBN (0,3 équiv.,2,2 mg, 1,3 × 10−2 mmol) et de BDPMA (3,2 équiv., 0,13 mmol, 59 mg) dans un ballonde 5 mL fermé par un septum. La solution est plaée dans un bain de glae et dégazéependant 30 min à l'aide d'un �ux d'argon, puis le ballon est plaé dans un bain d'huilethermostaté à 80�C. La réation est arrêtée 70 min plus tard par une trempe et 5 mL d'unesolution de soude à 0,1 mM (12,5 équiv.) fraîhement préparée sont ajoutés. La solutionest alors plaée dans un bain de glae et agitée à l'aide d'une sonde à ultrasons (Bandelineletroni, Sonoplus HD2200) réglée sur 130 W pendant 10 min. En�n, la miniémulsionest plaée dans un bain de glae et dégazée pendant 30 min à l'aide d'un �ux d'argon puisfermée hermétiquement à l'aide d'un septum et replaée dans un bain d'huile à 80�C a�nde réamorer la polymérisation. Des prélèvement réguliers peuvent être réalisés à l'aided'une seringue et les onversions du styrène et du BODIPY peuvent être respetivementdéterminées par gravimétrie (équation 7.1) et par CES à l'aide d'une détetion UV-vis.(équation 7.2).Remarque : le temps t0 est pris omme étant le temps avant l'ajout d'eau basique(temps initial avant la miniémulsion).Les mêmes protooles de synthèse de nanopartiules en miniémulsion ont été employéspour les synthèses sans BODIPY ou à di�érents blos hydrophiles ou hydrophobes (PAMA,



7.2. Modes opératoires 275PMMA, P(APEO-co-AA)).7.2.4 Gre�ages de moléules à fontion amine sur les unités aidearylique de la ouronne des nanopartiulesLes nanopartiules brutes après synthèse sont diluées dans l'eau à une onentrationd'environ 1% (typiquement 0,5 mL de nanopartiules dans 4mL d'eau). Le nombre totald'unités aide arylique présentes à la surfae des nanopartiules est pris omme étant1 équiv. En parallèle, si l'amine utilisée est un solide, elle-i est dissoute dans l'éthanol(0,5 équiv. amine dans 0,5 mL d'éthanol). L'amine dissoute dans l'éthanol est ajoutée àla solution de nanopartiules (si l'amine est un liquide, omme l'éthanolamine, elle-i estajoutée diretement) et le mélange plaé à 4�C. Environ 10 min. plus tard, une solutiond'EDC (4 équiv. dans 1mL) est ajoutée au mélange. La réation est poursuivie pendantune nuit à 4�C et le mélange puri�é par dialyse sur pores 12-14 kDa (Spetra/Por). L'eauutilisée pour les dialyses est de qualité ultra pure.Dans le as de gre�age de protéines, elles-i sont ajoutées après l'EDC et la suspensionpuri�ée sur membranes de dialyse 300 kDa (Spetra/Por).7.2.5 Culture ellulaireLa ulture des ellules anéreuses HeLa a été faite au laboratoire de biologie et phar-maologie appliquée de l'ENS Cahan (LBPA UMR 8113) ave l'aide de Mme GladysMbemba.Les ellules adhérentes HeLa sont ultivées dans du milieu de ulture DMEM (Gibo)omplémenté ave 10% de sérum de veau f÷tal (déomplémenté à 56�C pendant 30 min- PAA Laboratoires), 1 % d'antibiotiques (péniilline 50 U/mL/Streptomyine 50 µg/ml- Gibo) et 1 % de L-Glutamine (Gibo).Les ellules sont maintenues à 37�C sous atmosphère ontenant 100% d'humidité, 5%de CO2. Le milieu de ulture est hangé deux fois par semaine, après dissoiation du tapisellulaire ave un mélange trypsine/EDTA (Gibo).Analyse par mirosopie de �uoreseneLes ellules sont ultivées sur des plaques 48 puits (Falon, S = 0,75 m2, V = 1,4mL). Environ 2000 ellules sont déposées par puits. Vingt-quatre heure plus tard, lesellules sont rinées une fois par du PBS 1 ×. Puis 1 mL d'une solution de NPs (200 à8 µg/mL) dans le PBS 1 × est ajouté. Les ellules sont inubées pendant 30 minutes à37�C sous atmosphère saturée en humidité et à 5 % de CO2. Les ellules sont alors rinéespar 0,5 mL de PBS 1 × et plaées dans 1 mL de PBS 1 ×. Après balayage de quelquesonentrations, il s'avère que la onentration en NPFs la plus adaptée est de 67 µg/mL.



276 7. Partie ExpérimentaleLes ellules inubées sont observées sous un mirosope inversé Nikon Elipse TE2000-U équipé d'un objetif longue distane CFI (Chrome-Free In�nity-Correted) S Plan FluorELWD (Extra-Long Working Distane) (grossissement : × 20 (objetif) × 1,5 (lentille),ouverture numérique : 0,45, distane de travail : 8,2-6,9 mm). Les éhantillons sont exitésà l'aide d'un laser argon (Ion Laser Tehnology, OPTILAS, λexc = 488 nm, 0,027 W/µm2).Deux �ltres dihroïques sont utilisés. Le premier est un miroir dihroïque en exitation(MD499 - FITC Dihroi Filter, bande de ré�exion : 470-490 nm (> 98%), bande passante :508-675 nm , Thorlabs). Le seond �ltre dihroïque est plaé en émission (LongPass GlassFilter, �ltre passe haut : 523 nm).Lorsque des NPFs présentent deux �uorophores omme le BDPMA et la FA, di�érents�ltres en émission peuvent être utilisés : FA (517 nm, BandPass BrightLine FF01-517/20Semrok) ou BDPMA (543 nm, BrightLiner Fluoresene Filters FF01-543/22-25 Sem-rok). À 517 nm, les éhantillons sont observés durant 40 à 50 s et à 543 nm, durant 4 à5 s.La détetion est réalisée à l'aide d'une améra CCD CoolSNAP HQ2 Monohrome(taille des pixels : 6,45 µm × 6,45 µm, fréquene : 20 MHz).
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Annexe A : Publiations sienti�quesA.1 One-Pot Synthesis of Pegylated Fluoresent Nano-partiles by RAFT Miniemulsion PolymerizationUsing a Phase Inversion ProessMaromoleular Rapid Communiations 2011, 32, 699-705C. Grazon, J. Rieger, R. Méallet-Renault, G. Clavier, B. CharleuxAbstrat :Water-soluble and �uoresent ore-shell nanopartiles (FNP) are synthesi-zed in a miniemulsion reversible addition-fragmentation transfer (RAFT) polymerizationand are shown to respond to pH. The partiles are obtained from a hydrophili PEO-b-PAA maromoleular RAFT agent whih is blok-extended with styrene and �uoresentBODIPY monomer. A miniemulsion is then formed with the residual hydrophobi mono-mers. After ompletion of the polymerization, FNP of ≈ 60 nm in diameter are obtained.The �uoresene of the BODIPY dye in the partiles is found to remain (0.2 quantumyield). The partiles an be preipitated in aidi pH and redispersed upon addition ofbase without loss of their integrity or notieable rearrangement.
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296 Publiations sienti�quesA.2 New �uoresent BODIPYmonomers for ultra-bright�uoresent polymeri nanopartilesChemistry of Materials, submittedC. Grazon, J. Rieger, R. Méallet-Renault, B. Charleux, G. ClavierAbstrat : Four novel BODIPY derivatives (π-) funtionalized by di�erent polyme-rizable groups, styrene (S), phenyl arylate (PhA), ethyl metharylate (EtMA), ethylarylate (EtA) have been synthesized, and their �uoresene properties were studied insolution. All �uorophores were suessfully opolymerized at 2.6 mol% with styrene in aontrolled way via a formerly established one-pot RAFT miniemulsion polymerization pro-ess leading to �uoresent nanopartiles (Grazon et al. Maromol. Rapid Commun. 2011,32, 699-705). The distribution of the �uoresent monomers along the polymer bakbonewas monitored by kineti studies of the opolymerization reation. Fluoresent stationaryand time-resolved spetrosopy were then performed on both the monomers and the na-nopartiles (NPs) and the observed di�erenes are disussed in view of the distributionof the �uoresent monomers in the polymer hain. With two of the novel �uoresent mo-nomers (πS and πPhA), the brightness of the NPs ould be signi�antly improved by afator 2 ompared to partiles omprising the other BODIPY monomers. These partileswere 200 to 2000 times brighter than usual quantum dots and 40 to 300 times brighterthan most of the �uoresent polymeri nanopartiles reported in the literature.



A.3. Bioompatible Ultra-bright Fluoresent Ratiometri pH-Nanosensors297A.3 Bioompatible Ultra-bright Fluoresent Ratiome-tri pH-NanosensorsSmall, submittedC. Grazon, J.-F. Audibert, J. Rieger, G. Mbemba, R. Pansu, B. Charleux, R. Méallet-Renault, G. ClavierAbstrat : A new ratiometri �uoresent pH nanosensor is presented. It is based onultrabright nanopartiles ontaining a BODIPY in the ore and a grafted-�uoresein dyeon the shell. The nanopartiles ontain a very large number of both �uoresent moieties.Their spetrosopi harateristis are studied and the pH an be measured between5.5 and 7.5 very aurately thanks to a large variation of the ratio of the �uoreseneintensities of the sensor and the referene dye. These FNP are �nally suessfully used toimage pH in HeLa ells.



298 Publiations sienti�quesA.4 Aggregates of BODIPYmonomers in ore-shell po-lymeri miellesThe Journal of Physial Chemistry C, to be submittedC. Grazon, J. Rieger, B. Charleux, G. Clavier, R. Méallet-Renault



Annexe B : CongrèsB.1 Communiations oralesÉlaboration et aratérisation de nanopartiules �uoresentes et fontion-nalisables - Polymérisation par voie radialaire ontr�lée en miniémulsionJournées d'Études des Polymères (JEPO) 2011, Maubeuge, Frane.4ème journée POL-IdF, septembre 2011, Thiais, Frane. Prix de la meilleure ommu-niation orale.Journées d'automne 2010 du Groupe Français de Photophysique et de Photohimie(GFP2P), Cahan, Frane.B.2 PostersOne-pot synthesis of Pegylated Fluoresent Nanopartiles by RAFT mi-niemulsion Polymerization using a Phase Inversion Proess. Synthesis, post-funtionnalization and modi�ation of the �uoresent orePolymer in Dispersed Media, avril 2012, Lyon, Frane.One-pot synthesis of Pegylated Fluoresent Nanopartiles by RAFT minie-mulsion Polymerization using a Phase Inversion ProessFrontiers in Polymer Siene, mai 2011, Lyon, Frane.Synthèse "one-pot" de nanopartiules organiques �uoresents auto-stabiliséeset bioompatibles : fontionnalisation en apteurs pour l'imagerie22ème olloque de l'IFSBM sur les nanotehnologies et leurs appliations biomédiales,2011, IFSBM, Villejuif, Frane.
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RésuméLes travaux de e manusrit présentent la synthèse par une polymérisation RAFT en mi-niémulsion de nanopartiules �uoresentes (NPFs) polymères à ÷ur BODIPY opolymérisé austyrène et à ouronne hydrophile bioompatible et fontionnalisable à base de poly(oxyde d'éthy-lène) et de poly(aide arylique). Les propriétés de �uoresene de es NPFs ont été étudiées parspetrosopie de �uoresene stationnaire et résolue en temps.L'élaboration de la synthèse de e type de NPFs, et la mise au point d'un proédé "one-pot"sont présentés dans un premier temps. Ensuite, les propriétés spetrosopiques de es NPFs sontétudiées, notamment l'in�uene de la onentration en monomères de BODIPY au ÷ur desNPFs pouvant mener à la formation d'agrégats peu ou pas �uoresents.Les propriétés spetrosopiques (longueur d'onde d'émission de �uoresene et rendementquantique) du ÷ur des NPFs ont été modulées. Cela est rendu possible en réalisant la synthèsede monomères de BODIPY portant des groupements aromatiques enombrés, ou présentantdi�érentes fontions polymérisables.La ouronne hydrophile des NPFs a également été modi�ée a�n d'obtenir di�érentes réparti-tions des unités aide arylique et oxyde d'éthylène dans les haînes de opolymères en surfae.Ces nouvelles NPFs sont également synthétisées par un proédé "one-pot".En�n, des moléules à fontions amine (�uorophores, protéines) ont été introduites dans laouronne hydrophile de es diverses NPFs par une himie de ouplage peptidique sur les fontionsaides arboxyliques. Des nano-senseurs de pH ratiométriques ont ainsi pu être élaborés.Mots-lés : BODIPY, fontionnalisation de surfae, nanopartiule, pH, poly(aidearylique) (PAA), poly(éthylène glyol) (PEG), polymérisation en miniémulsion, po-lymérisation radialaire ontr�lée, poly(oxyde d'éthylène) (PEO), polystyrène (PS),RAFT, senseur, spetrosopie de �uoresene stationnaire et résolue en temps.AbstratThis PhD work presents the synthesis of �uoresent nanopartiles (FNP) via a RAFT minie-mulsion polymerisation and the analysis of their �uoresene properties. The ore of the FNPsis a opolymer of styrene and a BODIPY monomer, and the shell, whih is bioompatible andfuntionnalisable, is made of poly(ethylene oxyde) and poly(aryli aid).First of all, the synthesis' optimisation of those FNPs is presented, and to the developmentof a one-pot proess. Then, the �uoresene properties of those FNPs are studied, espeially theimpat of the BODIPY monomer onentration on the formation of non or weakly �uoresentaggregates.In order to hange the FNP's spetrosopis properties (�uoresent quantum yield and emis-sion wavelength), novel �uoresent BODIPY monomers have been synthesized. Those monomerspresents either some bulky aromatis substituants, either variable polymerisable funtions.The FNPS's hydrophili shell has also been modi�ed to get di�erent distributions of thearyli aid and ethylene oxyde units in the polymer hains of the FNPs' surfae. Those newFNPs are also synthesized via a one-pot proess.At last, moleules bearing an amine funtion (�uoresent dyes, proteins) have been graftedonto the di�erents FNPs' shell via a peptid oupling reation on the arboxyli aid funtions.As suh, some pH ratiometri nano-sensors have been developped.Keywords : BODIPY, dynami and stati �uoresene spetrosopy, miniemul-sion polymerisation, nanopartile, pH, poly(aryli aid) (PAA), poly(ethylene gly-ol) (PEG), poly(ethylene oxyde) (PEO), polystyrene (PS), radial ontrolled poly-merisation, RAFT, sensor, surfae modi�ation.
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