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Chapitre I. Introduction

1. Structure et composition des nanocristaux semi-conducteurs

Les nanoparticules luminescentes (quantum dots) sont de tres petits cristaux de matériaux
semi-conducteurs. Elles sont généralement composées d’un cceur cristallin, généralement a
base de chalcogénures comme CdSe, CdTe et HgTe. Le cceur est recouvert d’une couche de
molécules organiques (Figure 1.2). Leur taille varie d’environ une centaine a quelques milliers
d’atomes. Le diametre des quantum dots est compris entre deux et dix nanometres, ce qui les
met dans une gamme spéciale de taille qui conserve certaines propriétés des matériaux
massifs, ainsi que des propriétés des atomes et des molécules. Pour les matériaux semi-
conducteurs massifs, la bande interdite du matériau est un ensemble de barrieres d’énergies
entre les bandes de valence et de conduction, dicté par la composition du matériau (Tableau
I.1). Contrairement a un semi-conducteur massif, la bande interdite des quantum dots est
influencée par leurs tailles. Les petites nanoparticules émettent de la lumiere d’énergie plus
¢levée que les grandes, ce qui rend la longueur d’onde de la lumiére émise par les particules
modulable, les plus petites nanoparticules émettant une lumiere bleue et les plus grosses

particules émettant une lumiere rouge (Figure 1.1).

Figure 1.1 : Longueurs d’onde d’émission en fonction de la variation de la taille des
nanoparticules

Les ligands jouent un rdle essentiel dans la stabilité des nanocristaux car ils permettent une
répulsion stérique entre nanoparticules, favorisant ainsi leur suspension dans un solvant
adapté. De plus, ils servent a introduire des fonctions réactives a la surface, ce qui ouvre la
porte a plusieurs types d’applications. Le cceur peut étre également recouvert d’une ou
plusieurs coquilles d’autres matériaux semi-conducteurs afin d’améliorer les propriétés

optiques.'? Nous verrons plus de détails dans le chapitre IV.
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Figure 1.2 : Structure schématique d’un nanocristaux semi-conducteurs

2. Les matériaux semi-conducteurs

Afin de comprendre les quantum dots, nous devons d’abord comprendre les matériaux qui

les composent. Les matériaux semi-conducteurs sont une classe définie essentiellement par

leurs propriétés électroniques. Dans les métaux et les autres conducteurs, les bandes de

conduction et de valence se chevauchent, sans barriére énergétique importante. Pour les

isolants, il existe une barriere d’énergie importante qui rend impossible le déplacement de

I’¢électron entre les deux bandes. Cependant, dans un semi-conducteur, la barriére d’énergie

est intermédiaire entre les conducteurs et les isolants (Figure 1.3). Les bandes interdites (E,)

pour les métaux, les semi-conducteurs, et les isolants sont généralement inférieures a 0,1 eV,

entre 0,5 et 3,5 eV, et supérieures a 4 eV, respectivement.3

Niveau de fermi

A

Energie d’électron

Conducteur Semi-conducteur Isolant

Figure 1.3: Barri¢re d’énergie des métaux, semi-conducteurs et isolants

Bande
interdite
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3. Confinement quantique

La caractéristique principale des nanocristaux semi-conducteurs est que leur bande
interdite est modulable en fonction de leur taille du & un phénomene appelé « Confinement
quantique ». Ce phénomene est causé par la taille des nanoparticules. En effet, avec la
diminution de la taille des particules, 1’exciton devient plus grand que les dimensions du
cristal. Cependant, pour pouvoir pénétrer dans le nanocristal, les porteurs de charge doivent
accepter une énergie cinétique plus élevée, ce qui conduit a une augmentation du gap et a un
confinement des niveaux énergétique en valeurs discrétes.” En raison de la taille
nanométrique des nanocristaux, la structure énergétique passe d’une structure en bandes a une
structure en niveaux discrets (Figure 1.4). Les nanoparticules possedent donc des propriétés
intermédiaires entre celles du matériau massif et celles des composés moléculaires et la
description par la théorie des orbitales moléculaires est mieux adaptée (en utilisant les termes
HOMO (orbitale moléculaire le plus haute occupée, en anglais Highest Occupied Molecular
Orbital) et LUMO (orbitale moléculaire la plus basse vacance, en anglais Lowest Unoccupied
Molecular Orbital)) que celle des semi-conducteurs massifs (la bande de valence (BV) et
bande de conduction (BC)). A cette échelle et lorsque les trois dimensions d’une particule
sont plus petites que le rayon d’exciton de Bohr, les nanoparticules semi-conductrices
agissent comme de grosses molécules, et le niveau d’énergie varie en fonction des orbitales et
change la largeur de la bande interdite. Cela nous permet de faire varier la longueur d’onde de

la lumiére émise.
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Figure 1.4 : Variation de la structure électronique entre le solide massif et des NCs de taille
décroissante

Brus a développé une relation empirique entre la taille de la particule et la largeur de la
bande interdite (Equation I.1).>° Cette relation est basée sur I’hypothése que les
nanoparticules ont une forme sphérique de rayon r. A 1’aide de Tableau 1.1, cette relation
permet de calculer la variation théorique de la bande interdite des différents semi-conducteurs

(E,) en fonction de la taille r.

Solid h? x m? 1 1 1,786 x e? 1
E, = ESolide 4 —— — x (—+ (2R 2

2 * *
2Xr mg  my, & X & r

Equation 1.1

Ou

E,>'® est la bande interdite du cristal massif

- Le deuxiéme terme en 1/r* (r en nm) est le terme << confinement quantique>> calculé
dans I’hypotheése d’un puits potentiel sphérique dans lequel sont confinés un électron
et un trou de masses effectives m. et my (sans dimension) (me est la masse de
I’électron (9,1 x 10 ~*' kg)) et h la constante de Planck réduite (1,0546 x 10 >*J.S).

- Le troisieme terme est le terme d’attraction coulombienne entre I’électron et le trou &,

(sans dimension) étant la permittivité diélectrique statique du matériau relative a celle

du vide & (8,854 x 10 "2 F/m).
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Matériau Structure Type E mide eV m_* m,.* E, r, (nm)
4300 K
Zn0 wurtzite II-vI 3,30 0,26 0,6 82 24
ZnSe zinc blende II-VI 2,70 0,157 0,75 8,7 36
Zns zinc blende I1-VI 3,60 0,28 061 8,9 2,5
cds wurtzite II-VI 2,52 02 0,7 88 3,0
CdSe wurtzite II-vI 1,76 0,12 0,45 9.5 53
CdTe zinc blende II-vI 145 0,1 04 7.2 4.8
Gahs zinc blende ey 142 0,063 0,5 12,9 12,2
InP zinc blende III-v 1,34 0,075 0,64 12,56 9.5
InAs zinc blende -V 0,35 0,027 0,41 14,9 31,2

Tableau 1.1 : Parameétres de quelques semi-conducteurs de type II-VI et III-V : Structure
cristallographique, type, largeur de la bande interdite (Ey), masses effectives d’un électron
(m, ) et d’un trou (my, ), permittivité diélectrique relative €, rayon (r) d’apres la référence 7

5

4 \ - 300
ZnO fg
7 -400 £
% ZnSe %

S - 500
e cds g
T 2 [ 5
© CdSe |7 3
- 800 §

GaAs [ %0

- 1000

1 T T
1 10 100
Rayon du nanocristal, r(nm)

Figure L.5 : Variation théorique de la bande interdite calculée pour des NCs de différents

semi-conducteurs en fonction de la taille calculées a partir de ’Equation I-1 et des paramétres
du Tableau I.1

4. Fluorescence
Quand un photon d’une énergie suffisante, supérieure a la bande interdite du matériau est
absorbé par le matériau, un électron est excité a partir de la bande de valence a la bande de
conduction en formant un trou dans la bande de valence. Le retour de 1’électron a la bande de

valence se traduit par I’émission d’un photon avec une énergie proportionnelle a la largeur de
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la bande interdite du matériau (Figure 1.6). C’est la raison pour laquelle les quantum dots
peuvent absorber toutes les longueurs d’onde une énergie supérieure a celle de la bande
interdite et le convertir en une longueur d’onde spécifique. Elles sont donc caractérisées par
un spectre d’absorption large et des coefficients d’absorption €levés ainsi que par des spectres
d’émission fin et symétriques. La largeur a mi-hauteur est proportionnelle a leur dispersion en

taille.

Electron a I’état excité

%

Excitation _o.0.0Q— —-900— Emission
1] . -1 . 11 .

Figure 1.6 : Mécanisme d'excitation et d'émission par recombinaison radiative électron/trou

5. Synthése des nanocristaux semi-conducteurs luminescents

5.1. Historique

L’apparition de nanocristaux semi-conducteurs remonte aux années 1980, dans trois
équipes indépendantes. Le groupe d'Ekimov a développé des méthodes de synthése de verres
dopés (principalement par CdS et CdSe).*’ Cette synthése est basée sur la dissolution du
matériau semi-conducteur dans un verre fondu a des températures proches de 1500°C. Le
mélange est ensuite rapidement refroidi ce qui provoque l'apparition de nanocristaux dans la
matrice. Une autre étape de traitement thermique permet la croissance et le recuit des
particules afin d'améliorer leur cristallinité. Les objets obtenus sont donc cristallins, de taille
controlable et présentent une faible dispersion. Cependant, la séparation des nanoparticules de
la matrice et impossible. De plus, les propriétés optiques du composite obtenues sont
dominées par les états de surface.'” Durant la méme période, un nouveau protocole permettant
d’obtenir des colloides de CdS et ZnS a été développé par l'équipe de Henglein.'" 11 s’agit des
coprécipitations en milieu aqueux de sels de cadmium (Cd(ClOs), par exemple) et de soufre
(NazS ou H,S) en présence d'un stabilisant. Cependant, les objets obtenus présente une
mauvaise cristallinité et une dispersion difficilement controlable. Le principal avantage de tels
protocoles est alors 'accessibilité de la surface et donc la possibilité de choisir la nature des
molécules fixées. Des résultats similaires ont été obtenus par le groupe de Griitzel.'>" La
dépendance des propriétés optiques (absorption et fluorescence) en fonction de la taille de

nanocristaux de semiconducteurs est attribué¢ a Ekimov pour des quantum dots en matrice de
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1 PR . o 14
verre '’ puis a Louis Brus pour les dots colloidaux.®

Les années 1981-1983 marquent donc
I'émergence de ce nouveau domaine de recherche qu'est la synthese et 1'étude des propriétés

des nanocristaux colloidaux de semiconducteurs.

5.2. Méthode de synthése

Deux approches sont aujourd’hui utilisées pour la synthése des nanoparticules de type
quantum dots : ’approche top-down (du haut vers le bas) et I’approche bottom-up (du bas
vers le haut). L approche top-down regroupe les procédés qui permettent une réduction des
structures macroscopiques jusqu’a [’échelle nanométrique. Ces méthodes sont
majoritairement physiques. L’approche bottom-up est basée sur la construction « atome par
atome » de structures nanométriques. Cette méthode regroupe plutdt les techniques de chimie
colloidale en solution. Les techniques de chimie colloidale en solution ont été largement
développées dans le cadre de la préparation de QDs utilisables en biologie, et sont ainsi plus

amplement développées dans la partie qui suit.

5.2.1. Méthodes Physiques
La préparation des quantum dots par voie physique se fait par deux techniques principales

15,16,1 Lo - 18,1 . .
>1617 ot Pépitaxie.'™"” Les nanoparticules obtenues par cette voie

a savoir la lithographie
présentent une mauvaise monodispersité. Ces techniques ne permettent pas la synthese directe
de quantum dots stabilisées par un ligand en solution.”” De plus, ces nanoparticules ne sont
pas adaptées pour des applications en biologie. Cette voie de syntheése ne sera donc pas

détaillée par la suite.

5.2.2. Méthodes chimiques
On distingue deux techniques de synthese : la synthése en milieu organique et la synthese
en milieu aqueux. Ces deux techniques sont utilisées pour obtenir des nanoparticules
monodisperses. De plus, elles permettent de contrdler la taille des nanoparticules et offrent de

nombreuses possibilités de fonctionnalisation de la surface.

5.2.2.1. Synthése en milieu organique
Deux types de synthése sont distinguées selon la nature du solvant : solvant coordinant ou
solvant non coordinant. La synthese dans les solvants coordinants s’effectue en présence d’un
précurseur organométallique comme le diméthylcadmium (CdMe;) et un précurseur du
chalcogeéne approprié a des températures tres élevée (jusqu’a 300 °C) pour donner des
nanoparticules monodisperses de type chalocogénure de cadmium (CdS, CdSe et CdTe). La

dispersion de taille est généralement de I’ordre de 8 a 10 % pour CdSe et de 15 % pour CdS et



Nanoparticules luminescentes

CdTe.”® Le solvant coordinant jour un double role de ligand stabilisateur et de solvant
réactionnel. Une bonne cristallinité (Structure wiirtzite) est généralement obtenue due a la
croissance lente a température élévée.”’ Cependant, ce type de synthése présente
I’inconvénient d’utiliser des précurseurs chers et difficiles a manipuler. Une alternative
intéressante consiste a utiliser des composés inorganiques moins chers tels que les oxydes ou
les sels des métaux.”” Par exemple, le diméthylcadmium a été remplacé par 1’oxyde de
cadmium lors de la synthése de nanoparticules de CdS, CdSe et CdTe. La synthese se fait en
présence d’acide phosphonique ou d’un acide carboxylique pour former des complexes de
phosphonate de cadmium ou de carboxylate de cadmium. Ce complexe intermédiaire réagit
avec le sélénure ou le tellure de trialkylphosphine pour donner des quantum dots
monodisperses de 2,5 a 5 nm de diametre. La dispersion en taille a été ensuite améliorée par

23,24

I’introduction d’un cosurfactant. Pour réduire d’avantage le colt de la synthese et les

risques chimiques, une autre synthése a vu le jour qui utilise cette fois-ci des solvants non-

25,2
326 ou des

coordinants, typiquement des alcanes ou des alcenes tels que le 1-octadécene
mélanges plus complexes comme les paraffines liquides.”” La cinétique de la croissance et la
taille dépendent de la nature du ligand et de sa concentration dans le milieu.”® Afin de pouvoir
utiliser ces nanoparticules pour des applications biologiques, une autre étape supplémentaire
est nécessaire qui consiste a les transférer en phase aqueuse.

Différentes stratégies de transfert des quantums dots vers la phase aqueuse ont été mises au
point au cours des dernieres années. Nous pouvons citer I'échange de ligand de surface avec
des molécules contenant un thiol *° ou avec des oligoméres de phosphine,* des dendrons *' et
des peptides.’**® D’autres techniques consistent 4 encapsuler les nanoparticules dans une
couche de copolymére amphiphile ** (Figure 1.7) (dibloc *> ou triblocs *°) ou dans des
coquilles de silice,’’”® des micelles de phospholipides,” dans des polysaccharides
amphiphiles. Afin d’éviter I’étape de transfert en phase aqueuse qui est souvent accompagnée
par une chute du rendement quantique, la syntheése des quantums dots directement en milieux

aqueux se présente comme une bonne méthode pour avoir des nanoparticules directement

solubles dans I’eau en une seule étape.
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Figure 1.7 : Encapsulation des nanoparticules dans une couche de copolymére amphiphile
d’apres la référence 34

5.2.2.2. Synthése en milieu aqueux

Cette nouvelle méthode a été initiée par Weller et son groupe en 1996 *° et elle a permis
d’obtenir des nanoparticules de CdTe stabilisées par le 1-thioglycerol. Ensuite, la synthése de
différents QDs tels que CdS,*"*** CdSe,*** CdTe,*® ZnS,"” ZnSe,***" et HgTe °'? a été
développée avec succes en milieu aqueux. Les ligands utilisés sont généralement des dérivés
de thiols car le soufre présente une forte affinité avec les métaux et il forme une liaison
covalente avec ces métaux. Les ligands soufrés généralement choisis présentent a leur
extrémité une fonction carboxylate comme 1’acide thioglycolique (TGA),” I’acide
mercaptopropanoique (MPA),>* le L-glutathion (GSH) *° et I’acide dihydrolipoique (DHLA)
ou une fonctions amine dans le cas de cystéamine (Figure 1.8).°° Cependant, les
nanoparticules obtenues sont généralement faiblement cristallines a cause de la température
peu élevée (100°C), les rendements quantiques sont souvent bas et la dispersion en taille est

supérieure a 15 %.”’
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Figure L.8 : Structures des ligands: I’acide thioglycolique (TGA), I’acide
mercaptopropanoique (MPA), le L-glutathion (GSH), 1’acide dihydrolipoique (DHLA) et le
ptopropanoique ( g ydrolipoiq
cystéamine.

Afin de surpasser ces limites, de nouvelles méthodes de synthése ont été développées,
faisant appel a des techniques de chauffage alternatives, comme la synthése hydrothermale
%59 et la synthése par irradiation micro-ondes.®***® Ces techniques ont permis d’augmenter
considérablement la cinétique de la réaction et leur cristallinité, et se traduit par des
rendements quantiques supérieurs ainsi que par la monodispersité¢ des nanoparticules. Par
exemple, la synthése micro-ondes fournit un chauffage homogene et rapide du milieu, causant
ainsi une croissance rapide et homogene des nanocristaux. Des nanoparticules sont donc
obtenues avec une meilleure dispersité. De plus, pouvoir chauffer a des températures bien

supérieures a celles des condition standard (a reflux) augmente la cristallinité des

nanocristaux ce qui engendre une nette augmentation du rendement quantique.

5.3. Structure cristalline
En général, les matériaux semi-conducteurs de type II-VI et III-V cristallisent dans la
forme hexagonale wurtzite ou zinc blende (Tableau 1.1). Les nanocristaux peuvent cristalliser
dans 1'une des structures ou les deux au méme temps, en fonction des conditions de

3% Le ligand joue un réle primordial dans 1’organisation de la structure.”®® Par

synthese.
exemple, les clusters de CdSe préferent adopter une structure zinc blende mais une transition
de phase quand la taille des nanoparticules atteint une valeur critique provoque un
changement de la structure a wurtzite. Ce changement de structure est observé lorsque des
ligands labiles sont insérés a la surface mais peut étre empéché en présence d’un ligand fort

comme les acides phosphoriques.®
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Figure 1.9 : Structure cristalline de type A) Wurtzite et B) Zinc blende

6. Fonctionnalisation des quantum dots
La préparation des quantum dots fonctionnalisées est essentielle pour le développement de
tests, bioprobes, et biocapteurs. Les nanoparticules peuvent étre couplées a différentes

67,68

. . . . . 69,70,71,72,73
biomolécules, a savoir des enzymes, des anticorps,” >

ou encore des
. (i A 74,75,76,77,78 . ) ‘ .
oligonucléotides. Le couplage peut se faire avec deux techniques: une technique

directe et une technique indirecte.

6.1. Couplage direct
Comme dit précédemment, le ligand a la surface des nanoparticules joue un role de
stabilisateur mais a aussi un role trés important dans la fonctionnalisation des nanoparticules.
Le ligand doit donc satisfaire trois critéres : >
- Il doit posséder une forte affinité avec la surface des nanoparticules (par exemple un
thiol dans le cas de la syntheése en phase aqueuse).
- Il doit assurer le dispersion des nanoparticules dans le milieu désiré (dans le cas de
solution aqueuse, il doit posséder des fonctions chargées a la surface).
- Il doit posséder des fonctions réactives pour les utiliser comme site de greffage des
molécules d’intérét. Il s’agit généralement d’une fonction carboxylate ou une fonction
amine, cela permet un couplage peptidique avec les résidus de lysine de protéines

(Figure 1.10).%
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0 0
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Figure 1.10 : Schéma de couplage peptique a la surface des quantum dots

Une autre méthode consiste a introduire une fonction maleimide a la surface des
nanoparticules et le couplage se fait par la réaction de double liaison de la fonction maleimide
avec un thiol présent dans la protéine (Figure 1.11). Ce couplage est quantitatif, facile a mettre

en ceuvre et régiosélectif. La fonction thiol peut étre obtenue par la réduction des ponts

70,81 71,82

disulfure des anticorps ou bien par la présence des résidus cystéine des protéines.

o o S
N;\j‘ + HS—C_ » —>N>;’:(
o} o}

Figure I.11 : Couplage entre des quantum dots et des biomolécules par I’intermédiaire d’une
fonction maleimide

Bien que la méthode de conjugaison par I’intermédiaire d’un agent de couplage connaisse
un grand succés dans de nombreuses applications, elle présente cependant quelques
inconvénients auxquels il faudra étre vigilant. L'orientation de la biomolécule a la surface des
nanoparticules est souvent non contrdlée. Dans certains cas, la formation des adduits protéine-
protéine ou bien Qds-Qds est également observée. Le nombre de biomolécules couplées a la
surface des nanoparticules est difficilement controlable. L’activation de la surface des
nanoparticules peut conduire parfois a la neutralisation des charges de la surface et a la perte
de la stabilité des nanoparticules, causant ainsi la formation d’agrégats. Un mauvais choix de

tampon et de pH peut diminuer considérablement 1’efficacité du couplage.

6.2. Couplage indirect

Cette méthode indirecte consiste a utiliser des nanoparticules biotinylées et des
biomolécules sterptavidinylées ou I’inverse. Le couplage se fait par 1’interaction spécifique
entre la streptavidine et la biotine (Chapitre .VI). Des nanoparticules ont été conjuguées avec

succes avec différentes biomolécules marquées avec une biotine; a savoir des anticorps, des
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peptides,™ des protéines,* et des oligonucléotides.*® Cette méthode fournit un bon contréle de
la conjugaison si la biotinyliation est spécifique sur un site.®” Le contréle peut se faire sur
I’orientation de la protéine. Cette méthode est devenue populaire et des biomolécules

biotinylés ont été développées pour pouvoir les couplés directement sur les nanoparticules.

C = Streptavidine

() = Bitine

QDL o=@

Figure 1.12 : Couplage entre des quantum dots et des biomolécules par I’intermédiaire de
I’interaction biotine/streptavidine

7. Transfert d’énergie de type Forster (FRET)

Le FRET (Forster Resonance Energy Transfert) désigne un transfert d’énergie non-radiatif
entre un donneur d’énergie et un accepteur d’énergie. Lorsque deux molécules aux propriétés
spectroscopiques différentes (longueur d’onde d’absorption ou coefficients d’absorption
molaire) sont proches et que le mélange est excité a une longueur d’onde adaptée, les
processus de désexcitation probables a partir des états excités sont la fluorescence ou la
phosphorescence. Le transfert d’énergie se présente comme une autre voie de désexcitation. Il
se fait généralement du composé sont I’énergie de 1’état excité est plus élevée (donneur) vers
le deuxieéme composé qui devient donc I’accepteur (Figure 1.13). Ce phénomene a été
observé sous forme d’auto-désexcitation entre certains chromophores organiques de méme
nature en solution. Dans ce cas le processus est réversible, contrairement dans un systéme

faisant intervenir des entités dont les niveaux d’énergie sont différents.

FRET

X 7 N7

€ >
r

"

Donneur Accepteur

Figure 1.13 : Transfert d’énergie entre un donneur et un accepteur séparés d’une distance r
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7.1. Mécanisme du transfert d’énergie

Le mécanisme du transfert d’énergie entre un donneur et un accepteur repose sur une
interaction de type dipole-dipdle entre 1’état excité du donneur et 1’état fondamental de
I’accepteur tel que décrit pas le physicien Theodore Forster.*® Contrairement au mécanisme
de Dexter qui repose sur un €change d’électron, cet échange ne nécessite pas que les deux
molécules soient en contact. Cependant la distance spatiale qui les sépare est un parametre

primordial pour évaluer la qualité du transfert.

<>

o= +

k\
™ Interaction
\4 Dipéle - dipble
Donneur Accepteur Donneur Accepteur

Figure 1.14 : Représentation schématique du processus de transfert d’énergie selon la théorie
de Forster

7.2. Vitesse du transfert d’énergie
La vitesse du transfert d’énergie (kt) croit rapidement avec la diminution de la distance du

fait d’une dépendance en r° comme le montre 1’Equation 1.2

9000 (Ln 10)K? ®p ] (A)

T 128m2 n*N,,1pre
Equation 1.2
Ou
- nest I'indice de réfraction du milieu et sa valeur est généralement comprise entre 1,33
et 1,6.%

- Tp est le temps de vie du donneur en absence de 1’accepteur.

- ®@pest le rendement quantique du donneur.
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- K? est le facteur d’orientation, il dépend de I’orientation relative des moments
¢lectriques associés a 1’excitation du donneur et de 1’accepteur.

- J (A) est I'intégrale de recouvrement, comme on a dit précédemment le transfert
d’énergie de type Forster n’implique pas le recouvrement des orbitales du donneur et
de I’accepteur d’énergie. Cependant il est nécessaire d’avoir un chevauchement
important de leurs spectres d’émission et d’absorption respectifs.

Un systéeme faisant intervenir deux unités fluorescentes (Alexa 488 et Cy5) est pris en

exemple (Figure 1.15) pour illustrer cette intégrale de recouvrement.

Alexa488 Cy5

Abs Em Abs Em
S
c
o
b
p
o
=
W

400 500 600 700

Longueurs d’ondes (nm)

Figure 1.15 : Spectres d’absorption et d’émission de Alexa488 et CyS5

La valeur de cette intégrale peut étre déterminée tel qu’exprimé par 1’Equation 1.3

[ Fy () ga()A* dA
[Fp (1) dA

Equation 1.3

J) =

Ou
- Fp(A) est I’intensité de luminescence normalisée du donneur d’énergie a la longueur

d’onde A.
- &4(A) est le coefficient d’extinction molaire a la longueur d’onde A.
Le rayon de Forster est également un parametre important pour décrire un transfert

d’énergie. Il représente la distance pour laquelle 1’efficacité du transfert d’énergie est de 50 %
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et sa détermination se fait par 1’Equation 1.4 qui fait intervenir ’intégrale de recouvrement
spectral et le rendement quantique du donneur.

2
e _ 9000 (Ln 10)K2 &, ] (1)
0 128 2 n*Ny,

Equation 1.4
Ou

n est ’indice de réfraction du milieu et sa valeur est généralement comprise entre 1,33
ot 1.6.8990

- ®@pest le rendement quantique du donneur.

- K? est le facteur d’orientation.

- J (A) est 'intégrale de recouvrement.

- N, est le nombre d’Avogadro (6,022.10%)

7.3. Efficacité du transfert d’énergie
L’efficacité de transfert peut étre calculé par formule (Equation 1.5) qui relie le rayon de

Forster (Ry) et la distance entre ’accepteur et le donneur (r) avec 1’efficacité de transfert.

RS
RS+ 1S

Equation 1.5

L’excitation du donneur conduit a la luminescence de 1’accepteur suite au transfert
d’énergie. Une augmentation de I’intensité d’émission de ’accepteur est donc observée ainsi
que des variations des temps de vie de luminescence des deux entités. Ces variations
s’observent €galement au niveau des rendements quantiques

L’efficacité du transfert d’énergie peut s’exprimées en fonction de ces trois parametres pour

le donneur en absence et en présence (DA) de I’accepteur selon 1’Equation L6.

T I O]
F=1—-24A_q1_DP4A_,_ 204
Tp Ip )
Equation 1.6

Ou
- Tpa, Ipa et ®p, représentent respectivement le temps de vie, I’intensité d’émission et

le rendement quantique de donneur en présence de 1’accepteur.
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- 1p, Ip et p représentent respectivement le temps de vie, I’intensité d’émission et le

rendement quantique de donneur en absence de I’accepteur
8. Application des quantum dots dans des systéemes de transferts d’énergie

8.1. Quantum dots comme donneurs d’énergie

L’utilisation des quantum dots comme donneurs d’énergie a fait I’objet de nombreux
travaux.” *>*>** Contrairement a d’autres composés luminescents (fluorophores organiques),
les quantum dots offrent la possibilité de l'interaction d'un seul donneur avec plusieurs
accepteurs (par exemple, les biomolécules marquées). L'utilisation de plusieurs accepteurs est
particuliérement intéressante pour des applications aux analyses fluoroimmunologiques car il
permet d’augmenter 1’efficacité du FRET et ainsi diminuer la limite de détection de
I’antigeéne. En outre, le controle du couplage des molécules autour des quantum dots offre la
possibilité de controler I'efficacité du FRET sans changer le couple donneur-accepteur ou de
la distance donneur-accepteur.

De plus le rendement quantique généralement élevé des nanoparticules participe a
I’augmentation de I’intégrale de recouvrement spectral entre le donneur et I’accepteur, ce qui
augmente la valeur du rayon de Forster. Ensuite, le fait de pouvoir moduler I’émission des
nanoparticules en fonction de leur taille nous permet de choisir des nanoparticules avec une
émission permettant d’avoir un maximum de recouvrement spectral entre le donneur et
I’accepteur. Les nanoparticules présentent ¢galement 1’avantage d’avoir un spectre
d'absorption large qui permet de minimiser 1’excitation directe de 1’accepteur. Les coefficients
d'absorption molaires et les rendements quantiques élevés des boites quantiques permettent
¢galement l'utilisation d'une excitation avec une source peu puissante, ce qui réduit
l'excitation directe de 1'accepteur, et surtout minimise le taux de I’effet de photoblanchiment.
La seule difficulté avec ces systemes, vient du fait que les accepteurs sont souvent situés a
des distances légerement différentes du donneur, ou a orientations différentes. Cependant, ces
différences sont généralement négligées.

Les calculs théoriques de Allan ** et Curutchet *® ont démontré que les formules de Forster
sont applicables aux nanocristaux semi-conducteurs. Les résultats des différentes études
expérimentales sont en treés bons accords avec les analyses théoriques. De plus, les mesures de
I’efficacité a 1’état stationnaire et par les temps de vie sont en bon accord avec la distance

donneur-accepteur estimée.””
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8.2. Quantum dots comme accepteurs d’énergie

L’utilisation des quantum dots comme accepteurs dans des systémes de transfert d’énergie
est moins fréquente en raison de leur large spectre d’excitation, qui entraine souvent une
excitation directe a presque n'importe quelle longueur d'onde (indépendante du donneur).
Cependant, il existe principalement deux concepts pour surmonter la limitation de 1'excitation
directe. La premiere est d’utiliser des donneurs d’énergie avec un temps de vie longs (de
I’ordre de millisecondes) permettant d’éliminer 1’émission des quantum dots puisque leur

. \ . 100,101,102,103,104
temps de vie est de ’ordre de la nano & microsecondes.”'**101-102103.

La deuxieéme stratégie
consiste a utiliser une autre source d’excitation comme par exemple, les donneurs
bioluminescents ou chimiluminescents.'>'°*'*"1% [es principaux avantages de l'utilisation
nanocristaux semi-conducteurs comme accepteurs sont :

- Les spectres d’émission fins permettent 1'utilisation de plusieurs accepteurs de types QD
pour le méme donneur, sans chevauchement de leurs spectres d’émission et donc de faire
du multiplexage.'”

- Leurs coefficients d'extinction molaire élevés permettent d’avoir une grande intégrale de
recouvrement spectral et donc des rayons de Forster élevés.

- Enfin, pouvoir greffer plusieurs donneurs a la surface d’une méme QD, permet

d’augmenter la probabilité de sensibilisation des quantum dots.

9. Objectifs du travail

Dans ces travaux nous allons montrer différentes méthodes de synthése en phase aqueuse
des nanoparticules de CdTexSy, CdHgxTey et CdTexSeySz. Les nanoparticules de CdTexSy
ont été synthétisées en utilisant la technique standard (a reflux) et la technique par irradiation
micro-ondes, ce qui nous permis de voir la différence entres les deux techniques.

Ces nanoparticules seront couplées avec des différentes molécules (Rouge du Nil, ligands
Bispidines) et proteines (albumine de sérum bovin; BSA et anticorps; PSR 222). Le coulage
sera réalisé par deux méthodes : méthode directe et méthode indirecte.

Nos nanoparticules conjuguées seront testées dans deux modeles de transfert d’énergie.
Dans un premier temps, elles seront utilisées comme donneurs d’énergie pour la
sensibilisation du Rouge du Nil, accroché a la surface. Dans un second temps, elles seront
utilisées comme accepteurs pour réaliser des dosages fluoroimmunologiques, le donneur
utilisé est un complexe de terbium. Le rapprochement entre le donneur et 1’accepteur se fera

par la formation d’un complexe sandwich. En effet, la présence de 1’antigéne aura pour
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conséquence de rapprocher dans I’espace les deux différents traceurs marqués initialement par

I’anticorps correspondant et former un immunocomplexe (Figure 1.16).

FRET

I Y2 @ L\

Absence de 1'antigene Présence de 1'antigene

Figure 1.16 : Formation d’un immunocomplexe entre les traceurs et transfert d’énergie
(FRET) observé
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Chapitre Il. Synthése et caractérisations de nanoparticules luminescentes de CdTexSy

1. Optimisation de la synthése

Dans un premier temps la synthése des nanoparticules a été réalisée en s’inspirant du mode
opératoire décrit par Chi et al.’

La syntheése est effectuée dans 1’eau afin d’obtenir des nanoparticules directement
hydrosolubles. La premiére étape consiste a préparer une solution contenant du Cd*" et un
ligand thiolate. Cette solution est obtenue en mélangeant un sel de chlorure de cadmium (4
eq) et le glutathion (4 eq). Le glutathion (Figure I1.17) est un tri-peptide qui possede deux
fonctions carboxylates. Il forme des complexes Cd*"/RSH cationiques et anioniques ayant
pour stoechimétrie (Cd-SR)", Cd(SR);™ et Cd(SR),>.> 1l est trés important de noter que les
complexes formés ne sont pas solubles dans 1’eau a pH acide, c’est pourquoi la synthese est
effectuée en milieu basique (pH = 9,4) en présence de citrate-trisodique.

La deuxiéme étape est basée sur I'injection du précurseur de Te” (1 eq). Ce dernier est
obtenu par la réduction de Na,TeO; par le NaBH4 a température ambiante. Il faut noter
qu’apres 1h30 de réaction a température ambiante, la couleur de la solution passe de incolore
a vert. Ce changement de couleur est li¢ a la formation des germes de CdTe. La fonction
thiolate du glutathion est liée a la surface des nanoparticules d’une maniere covalente. Les
deux fonctions carboxylates chargées négativement a pH 9,4 permettent une bonne dispersion
des nanoparticules en phase aqueuse et limitent la formation d’agrégats en générant un
potentiel de surface négatif et donc une force de répulsion €lectrostatique. La croissance des
nanoparticules se produit au cours de I’étape de chauffage selon deux processus: la
nucléation et la croissance.

La nucléation correspond a I’apparition des premiers germes stables qui, a plus grande
échelle, composeront le nanocristal. Cette étape exige une importante concentration en
monomere permettant de franchir la barriere énergétique de formation des noyaux. La
concentration en monomere chute quand la nucléation commence et la nucléation devient
donc plus favorable énergétiquement.

L’étape de croissance correspond a 1’accroissement des germes par la consommation des
monoméres présents en solution, la phase de maturation d’Ostwald commence.” Durant cette
phase, les petites particules ayant une énergie de surface plus €levée se dissolvent au profit de
la croissance des particules plus grandes jusqu’a ce qu’un équilibre soit atteint (Figure II.18).

Généralement, cette étape conduit a une dispersion en taille de I’ordre de 15 4 20 %.
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Figure I1.18 : Les différentes étapes de la synthese colloidale d’apres la référence 6

Cette croissance est confirmée par le suivi temporel des spectres d’absorption et
d’émission. En effet, un reflux prolongé favorise la croissance des nanoparticules et induit
I’évolution de la position du maximum d’absorption (Figure 11.19) et d’émission (Figure
I1.20), ce qui se traduit par un décalage de leur maximum d’absorption (Figure I1.19) et
d’émission (Figure 11.20) vers les basses énergies. Ce décalage est dii a la diminution du
confinement quantique. Il faut noter que durant cette étape de chauffage, une bande
d’absorption caractéristique de la formation de CdS est observée a 380 nm.” La formation de
CdS est le résultat de la décomposition du glutathion et 1’incorporation du soufre dans le coceur
des nanoparticules.®’ Le chauffage est stoppé lorsqu’on obtient la longueur d’onde d’émission
désirée. Lorsqu’ils sont isolés, les nanocristaux de CdTexSy sont précipités avec de 1'éthanol

et sont séparés par centrifugation puis séchés sous vide.
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Figure I1.19 : Evolution du maximum d’absorption en fonction du temps de chauffage,
Tris/HCI (0,01 M), pH 7.4, hex =430 nm
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Figure I1.20 : Evolution du maximum d’émission en fonction du temps de chauffage,
Tris/HCI (0,01 M), pH 7.4, hex =430 nm

33



Nanoparticules luminescentes

Les propriétés optiques des nanoparticules obtenues, notamment, le décalage de la
longueur d’onde d’émission et le rendement quantique maximal sont influencés par plusieurs
parametres a savoir : la température de chauffage, le pH du milieu et le rapport molaire
Cd/Te/Glutathion. Malgré de nombreux essais, la synthése décrite par Chi et al ' avec un
rapport molaire Cd/Te/GSH de 5/1/6 n’a pas permis d’avoir les résultats décrit a savoir un
rendement quantique de 84 %. Le maximum du rendement quantique obtenu était de 12 %.
Une optimisation de la syntheése en fonction du rapport molaire Cd/Te/GSH a donc été
réalisée afin d’obtenir une synthése reproductible de nanoparticules avec des propriétés
optiques optimales. Différentes synthéses de nanoparticules on été effectuées en variant la
steechiométrie de Cd/Te/GSH (x, y, zavec x =4, 0,2 <y <3 et z=4 ou 8) (Tableau VII.2).
Pour une composition en tellure élevée (y > 1,5), la formation d’agrégats est observée, qui se
traduit par des rendements quantiques faibles. En présence d’une teneur en Te® inferieure a
0,2 ou avec d’un exces de glutathion, les nanoparticules obtenues sont caractérisées par une
formation d’une grande proportion de CdS, et elle conduit a des rendements quantiques
inferieurs a 20 % a 600 nm. Finalement les conditions optimales en terme de reproductibilité
et en terme de propriétés optiques sont avec un ratio de Cd/Te/GSH = 4/0,5/4.

Les longueurs d’onde d’émission des nanoparticules synthétisées ainsi que leur rendements
quantiques lors de quelques syntheéses d’optimisation sont résumés a la Figure 11.21. Les
spectres d’émission pour un ratio de Cd/Te/GSH = 4/0,5/4 montrent un maximum d’intensité
d’émission a 600 nm avec un rendement de 32 %, et le maximum du décalage de la longueur
d’onde d’émission était de 650 nm avec un rendement de 10 %. Le méme décalage maximal
de la longueur d’onde est obtenu avec une steechiométrie de Cd/Te/Glutathion = 4/1/4.
Cependant le rendement quantique était de 2 %. Pour une steechiométrie de Cd/Te/GSH =
4/1,5/4, la solution commence a noircir apres 80 minutes de chauffage et elle devient
complétement noire apres 280 °C de chauffage. Les rendements quantiques mesurés pour la

derniére synthese ne dépassent pas les 14 %.
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Figure I1.21 : Longueurs d’onde d’émission (traits discontinus) et les rendements quantiques
correspondants (traits continus) a 3 steechiométries de Cd/Te/GSH (4/1,5/4 (bleu), 4/1/4
(vert), 4/0,5/4 (rouge)), Tris/HCI (0,01 M), pH 7.4, hex =430 nm

2. Caractérisation des nanoparticules

Une synthese a grande échelle nous permet non seulement d’obtenir des quantum dots en
grande quantité (plusieurs dizaines de mg), mais elle nous permet également de confirmer sa
reproductibilité a grande échelle. La synthése des nanoparticules de CdTexSy avec une
steechiométrie de Cd/Te/GSH de 4/0,5/4 a été reproduite en multipliant le volume par un
facteur 20. Trois lots de nanoparticules QDsg9 (395 mg), QDgoo (230 mg) et QDgso (240 mg)
sont isolés apres 2h, 4h et 10h de chauffage, respectivement (Figure 11.22).

QDsy  QDggo QDgso QDsyg  QDgoo QDgso

Figure 11.22 : QDs49, QDgoo et QDgso en suspension dans un tampon Tris/HCI (0,01 M), pH
7.4; A) sans irradiation, B) sous irradiation U.V (Aex =365 nm)
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2.1. Caractérisations Optiques

Les spectres d’absorption et d’émission pour 3 échantillons sont présentés sur la Figure
I1.23. Des maximums d’absorption a 507 nm, 550 nm et 580 nm sont obtenus apres 2h, 4h et
10h de chauffage. Ils correspondent respectivement a des pics d’émission a 540 nm, 600 nm
et 650 nm. On note également ’apparition de la bande d’absorption a 380 nm pour QD¢ et
400 nm pour QDgsp qui est liée a la formation d’une couche de CdS comme cela a été
expliqué précédemment. Cette couche de CdS influe directement sur les propriétés optiques
des nanoparticules. Le décalage de Stockes entre le maximum d’absorption et le maximum

d’émission est de 43 nm pour QDs49, 36 nm pour QDggo €t 63 nm pour QDgso.

Intensité d'émission normalisée (u. a.)

250 350 450 550 650 750 850
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Figure I1.23 : Evolution des spectres d'absorption (traits continus) et des spectres d'émission
(traits discontinus) des différents prélevements (QDs49 (vert), QDgoo (orange) et QDygso
(rouge)), Tris/HCI1 (0,01 M), pH 7.4, Aex =430 nm

La largeurs a mi-hauteur des spectres d’émission s’accroit avec le temps de chauffage. En
effet, apres 2 h de chauffage QDs49 présente un pic a 540 nm dont la largeur a mi-hauteur est
I’environ 46 nm, contre 70 nm pour I’échantillon QDgs¢ obtenu apres 10h de chauffage. Ce
phénomene traduit le taux de croissance inhomogene provoqué par un reflux prolongé, et
donc I’augmentation de la distribution de taille."® Les rendements quantiques de luminescence
(@) sont calculés par la méthode absolue a I’aide de la sphere d’intégration et la méthode
relative en comparant avec la Rhodamine 6G, ils sont de 24 % pour QDs49, 29 % pour QDggo

et 10 % pour QDgso.
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Chapitre Il. Synthése et caractérisations de nanoparticules luminescentes de CdTexSy

L’augmentation du rendement quantique entre QDs49 et QDgoo peut s’expliquer en partie
par la correction des défauts de surface lors la formation de la couche de CdS. Au dela de 600
nm, le rendement quantique chute du fait de modifications de 1’¢état de surface.

Le profil de décroissance temporel est mesuré par comptage de photons uniques corrélé en
temps (Time-Correlated Single Photon Counting ; TCSPC) sous excitation a 303 nm avec
une NanoLED. Les temps de vie sont obtenus par un ajustement tri-exponentiel selon

1’Equation I1.7.

3
1© =) Bew Y,
1=

Equation I1.7

Ou 7; représente la duré de vie et B; la population des différents composants.
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Figure I11.24 : Profil des temps de vie de QDs49 (vert), QDgoo (orange) et pour QDgsg (rouge),
et I’ajustement en ti-exponentiel correspondant (noir)

Le temps de vie moyen < T > est calculé a partir de 1’Equation 1.8 ' et les résultats sont

résumes dans le Tableau 2

3 2
_1 B, T}
< T>= i=1"%1 l/

Equation IL.8
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71 (ns)/B; (%) T, (ns)/B; (%) 13 (ns)/B3 (%) <71 >(ns) D (%)
QD540 12,8 (4,4) 38 (71,5) 93 (24,1) 50 24
QDgoo 8(3,8) 42 (71,1) 95 (25,1) 54 29
QDgso 6(2,9) 44 (36,6) 122 (60,5) 90 10

Tableau 2 : Temps de vie t; (1 = 1-3), population B; (i = 1-3) et rendements quantiques des
échantillons QDs49, QDgoo €t QDsso

La composante la plus courte correspond a la recombinaison des excitons dans le cceur des
nanoparticules, Les composantes longues (37 — 122 ns) sont associées a la désactivation
thermique a la surface.""

La composante la plus longue augmente avec ’augmentation de la longueur d’onde
d’émission, ce qui s’explique par ’augmentation du ratio surface/volume et par la formation
d’une couche de CdS a la surface. L’influence d’une couche de CdS sur le temps de vie des
nanoparticules de CdTe est rapportée dans les travaux de Q. Zeng et al.'” Ce phénoméne est
interprété par la diminution des désactivations non-radiatives en raison de la séparation des
porteurs de charges. A titre de comparaison, des temps de vie de 21 ns et 24 ns ont été
mesurés pour des nanoparticules de CdTe stabilisées par 1’acide thioglycolique (TGA) qui
émettent & 553 nm et 650 nm mais sans couche protectrice de surface.'” Dans notre cas, les
temps de vie moyens sont multipliés par un facteur de 2,5 pour les QDs49, ce qui est
probablement 1ié a I’effet de ligand de surface et une meilleure protection de la surface par le
glutathion. De plus le temps de vie des QDs49 est significativement augmenté par un facteur
de 3,5 et cette augmentation est en grande partie liée a I’introduction de la couche de CdS qui

protege la surface mais surtout, sépare les porteurs des charges.

2.2. Caractérisations morphologiques

Des nanoparticules sphériques avec une bonne distribution de taille sont observées sur les
images de Microscope Electronique a Transmission (MET) (Figure I1.25). Une taille
moyenne de 3,1 + 0,8 nm est calculée sur ’ensemble des nanoparticules de 1’image MET

pour QD540.
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Figure I1.25 : Image MET du QDs49

La taille moyenne des quantum dots peut également étre estimée a partir de la relation
décrite dans les travaux de X. Peng et coll (Equation I1.9)."* Cette relation relie initialement le
diameétre du cceur des nanoparticules de CdTe pures avec la longueur d’onde du maximum
d’absorption, A (Equation IL.9). Cependant, La méme relation a également été utilisée pour
estimer la taille de quantum dots de CdTexSy"” avec une bonne correspondance entre les
mesures théoriques et les mesures expérimentales. Dans le cas des nanoparticules QDsy49, le
diamétre théorique du cceur obtenu par cette relation (D, = 3,3 nm) vient confirmer le

diameétre expérimental mesuré MET (Dey, = 3,1 nm).

Drp, = (9,8127 X 1077%x A3) — (1,7147 x 1073x 21%) + (1,0064 x 1) — 194,84

Equation IL.9
QD54 QDsoo QDgso
Map, (nm) 507 550 580
¢ (nm) 2,6 33 33

Tableau I1.3 : Calcul théorique de la taille du cceur des nanoparticules des échantillons
QDs40, QDo €t QDgso

Les poudres des trois échantillons ont été analysées par diffraction des rayons X (Figure

I1.26). Les diagrammes obtenus correspondent bien aux résultats trouvés dans la littérature.®
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Un large pic est observé a 25° (111) et deux autres a 45° du au chevauchement entre les plans
(220) et (311) confirment que les nanoparticules obtenues possédent une structure type zinc

blende (Figure 11.27).
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Figure I1.26 : Diagramme de diffraction des rayons X de QDs49 (vert), QDgoo (Orange) et
QDgsp (rouge)

Figure I1.27 : Maille cristalline élémentaire d’une structure de type zinc blende de CdTe

Le pic caractéristique des trois échantillons se trouve entre le pic caractéristique du CdTe
pur et celui du CdS pur. De plus, un décalage du pic de diffraction est observé en fonction de

I’augmentation de la taille des nanoparticules vers des propriétés du CdS pur, impliquant la
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Chapitre Il. Synthése et caractérisations de nanoparticules luminescentes de CdTexSy

formation d’une solution solide de CdTexSy avec une proportion en CdS croissante (Figure
I1.28). Ces résultats confirment encore une fois la décomposition du glutathion est

I’incorporation du soufre dans le cceur des nanoparticules.

Surface enrichie en CdS

Centre enrichi en CdTe

Figure I1.28 : Représentation schématique du coeur des nanocristaux de CdTexSy

2.3. Caractérisations chimiques

Une caractérisation chimique nous a permis de déterminer les proportions des différents
¢léments présents dans ces nanocristaux de type CdTexSy notamment le nombre de molécules
de glutathion a la surface.

La teneur en Cd, Te et S est déterminée par ICP-AES (Tableau I1.4). Une augmentation de
la concentration des différents éléments (Cd, Te et S) est constatée de QDs49 et de QDggo.
Cette augmentation est liée a la croissance du cceur. Ensuite, une stabilisation de la quantité
de Te est observée entre QDgoo et QDgso, qui est interprétée par la consommation totale de
Te* présent en solution. La proportion de soufre présente dans le cceur des nanoparticules est

calculée a partir de I’Equation II.10.

Cd (mmol/g) St (mmol/g) Te (mmol/g) Stot/ Te (StottTe)/Cd

QD54 2,22 +£0,05 2,11 +0,03 0,31 +0,01 6,73 1,09
QDgoo 3,75+0,10 3,32+ 0,06 0,58 £0,01 5,72 1,04
QDgso 4,81 +0,08 4,30+0,11 0,50 + 0,01 8,66 1,00

Tableau I1.4 : Résultats des analyses ICP-AES pour QDs49, QDgoo €t QDgso

Sceur = Stot — Sgsu
Equation I1.10

Sceeur €St 1a concentration de S* dans le cceur.
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Siot €st la concentration totale en S~

Scsh est la concentration totale en soufre provenant du glutathion.

La concentration en soufre lié¢ au glutathion de surface est calculée a partir des analyses
¢lémentaires du C, H et N (Tableau I11.5) de la fagon suivante :

Le ratio molaire en azote est déterminé par I’analyse élémentaire (Tableau II.5). Sachant
qu’une mole du glutathion contient 3 moles d’azote et 1 mol de soufre, cela permet d’accéder

au ratio molaire en soufre lié au glutathion. Les résultats des calculs sont résumés dans le

Tableau 11.6.

C (%) N (%) H (%)
QD549 6,61 20,44 3,39
QDo 4,44 13,24 2,08
QDgso 2,31 7,34 1,55

Tableau ILS5 : Résultats des analyses ¢lémentaires C, H et N pour QDs49, QDgoo €t QDgso

Scsu (mmol/g) Sceeur (mmol/g)
QD54 1,56 0,55
QDgoo 1,07 2,55
QDgso 0,55 3,55

Tableau I1.6 : Teneurs calculées en soufre a la surface (Sgsn) et dans le coeur (Sceur)

3. Model structural proposé pour le calcul de la masse molaire

Bien qu’il soit indispensable pour calculer d’autres parametres comme le coefficient
d’extinction molaire, le poids moléculaire de ces nanoparticules n’a jamais été déterminé
d’une maniére précise.

Dans cette partie un modele structural pour calculer le poids moléculaire est proposé. Ce
modele est basé sur deux hypotheses. La premiere consiste a considérer que les nanoparticules
sont parfaitement sphériques et leur volume total est calculé selon 1’Equation IL.11. La
deuxiéme hypothése est de considérer que la densit¢ moyenne (p) des nanocristaux du
CdTexSy est égale a la moyenne des densités du CdS pur et CdTe pur pondérées par les ratios

molaires X et Y déterminés précédemment.

Veoeur = 4/3 XX (D/2)3
Equation IL.11
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Chapitre Il. Synthése et caractérisations de nanoparticules luminescentes de CdTexSy

Ou D représente le diametre des nanoparticules.
Le poids moléculaire du cceur des nanoparticules est ensuite calculé a partir de
1’Equation I1.12.
Meoeur = Veoeur X P X Ny

Equation I1.12

Avec
V : le volume du ceeur des nanoparticules.
p : la densité moyenne calculée.
Navy : le nombre d’Avogadro.

A partir de la masse molaire du cceur (Mceyr) ainsi calculée et de la composition molaire
des différents ¢léments X, y, z pour CdTexSy, nous pouvons remonter a la formule chimique
de type (CdTexSy )k pour une nanoparticule. Le facteur K est calculé a partir de I’Equation
II.13. Le méme facteur est donc utilisé pour remonter au nombre de glutathion a la surface
des nanoparticules (Ngsn).

Mcoeur = KX (X X Mgy +Y X M)
Equation I1.13

Le poids moléculaire total des nanocristaux est obtenu par la somme du poids

moléculaire de la couche du glutathion et celui du coeur selon 1’Equation I1.14.

Miotai = Meeur + Ngsy X Mgsy

Equation I1.14

Ce modele nous a ainsi permis de calculer le nombre de glutathion autour d’une

nanoparticule (Equation I1.15) et donc la formule moléculaire (Tableau I1.7)

X (CdTe)

Y(CdS)‘\----l-)-yE ....... -

Figure I1.29 : Mod¢le sphérique des nanocristaux
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QD540 QDgoo QDss0
p (Kg/m?) 5,2 5,0 4,9
Drh(nm) 2,6 33 33
Dgxp(nm) 3,1
Vrn(nm?) 9,16 18,69 19,51
Vixp(nm’) 15,89
Mcoeur (g/mol) 28680 56640 58070
Ngsu 142 106 44
Mro¢ (g/mol) 77530 93100 73200
Formule Cd 205 Te 29 S 50 Cd 374 Te 53 Cd 335 Te 56
chimique (GSH) 142 S 225(GSH) 106 S 300(GSH) 44

Tableau I1.7 : Résumé du calcul du poids moléculaire du cceur, le nombre du glutathion et la
formule chimique des nanoparticules a partir du modele proposé ((p) la densité, (D) diametre
(Th = obtenu de I’équation II.3 et Exp = mesuré par MET), (V) volume, et leur poids
moléculaire: Mt (poids moléculaire total), Mceur (poids moléculaire du cceur) et Ngsp le
nombre total de glutathion a la surface

Nous pouvons noter une variation non linéaire du nombre de glutathion de surface en
fonction de la taille des nanoparticules. Une augmentation du nombre de ligand est constatée
entre QDs40 (2,6 nm) et QDgoo (3,3 nm). Cependant, a partir de QDgpp une diminution du
nombre de ligand est observée. Le modele proposé nous permet, a partir du calcul du poids
moléculaire, de déterminer le coefficient d’extinction molaire des nanoparticules. En
particulier ¢ = 103500 L. mol™. em™ 4375 nm pour QDsg. Cette valeur est trés importante
par la suite car elle nous permet de bien contrdler les procédures de conjugaison et d’avoir des
informations quantitatives plus précises sur les concentrations a partir de la mesure des
spectres d’absorption UV-Visible. Cela est particulierement important pour des applications

en biologie.

4. Influence du ligand sur les propriétés optiques des nanoparticules
Ce chapitre est dédi¢ a I’étude de la relation entre le nombre de glutathion a la surface des

nanocristaux et leurs propriétés optiques.
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Le nombre de molécules de ligand nécessaire pour obtenir un recouvrement total de la
surface des nanoparticules peut étre estimé a partir du calcul de la surface des nanoparticules
et de I’encombrement généré par le ligand (Figure 11.30). Une telle relation a récemment été
décrite par Resch-Genger, Eychmiiller, Gaponik et leurs collaborateurs dans le cas de
nanoparticules sphériques de CdTe, stabilisées par 1’acide thioglycolique (TGA) (Equation
I1.15).'

Niigana = (41 X (Tparticuze + Zmax)z)/ALigand
Equation II.15
Ou
I particule €St le rayon du cceur des nanoparticules mesuré par le MET (r = Dry/2).
Zmax €st ’épaisseur de la couche de glutathion.

Aligand st la surface recouverte par le ligand.

Figure I11.30 : Mode¢le de la surface générée par le ligand autour des nanoparticules

Dans leurs travaux Resch-Genger, Eychmiiller, Gaponik et al ont utilisé¢ des simulations
dynamiques afin de calculer Zyax €t Ajigand.

Notre estimation est basée sur un modele moléculaire statique de type MM2 (Chem3D)
d’une molécule de glutathion immobilisée sur une surface de type CdS (Figure I1.31).

Ce modele nous a permis de faire une approximation selon la quelle la forme du glutathion
est conique (Figure 11.31). L épaisseur de la couche de glutathion (Z.x) et la surface occupée
par le ligand (Ajigand) on été également calculées a partir de ce modele selon 1’Equation I1.16

et I’Equation II.17 respectivement.
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Zmax = (az - rZ)

Equation I1.16

— 2
Aligand = TmXr

Equation I1.17

Figure I1.31 : Modele conique de type MM2 d’une molécule de glutathion immobilisée sur
une surface de type CdS

A partir de ces calculs, le profil théorique du nombre de ligand pour une couche de GSH
peut étre tracé en fonction de la taille des nanoparticules (Figure 11.32). Pour les plus petites
nanoparticules QDs49, le nombre de molécules de glutathion présent a la surface est nettement
supérieur au nombre de ligands théorique dans le cas d’une monocouche. Ce nombre reste
constant apres plusieurs étapes de précipitation et apres une colonne chromatographique
d'exclusion de taille sur résine Sephadex. Ceci indique que toutes les molécules de GSH sont
fortement liées a la surface des nanoparticules, probablement par la formation d'une couche
supplémentaire de ligand a la surface des nanoparticules.'

La croissance des nanoparticules est accompagnée par la diminution du nombre du
glutathion de la surface. Cette diminution est liée a la décomposition du glutathion pour
former une couche de CdS. La Figure 11.32 indique une étroite corrélation entre 1’état de

surface et le rendement quantique des nanoparticules. Pour les échantillons QDs49 et QDgoo,
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pour lesquels le nombre de glutathion est suffisant pour assurer une couverture totale de la
surface, nous observons un rendement quantique important (24 % et 29 % respectivement).
En revanche, pour I’échantillon QDgsg, une chute importante du rendement quantique est
observée, probablement liée au faible recouvrement de la surface par les molécules de GSH.
Cette baisse du rendement quantique peut s’expliquer a la fois par 1’augmentation des
désactivations non radiatives et par la formation d’agrégats. En effet, la diminution du
potentiel de surface, causée par la diminution du nombre de glutathion, entraine la diminution

de la force de répulsion électrostatique entre les nanoparticules.
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Figure I1.32 : Nombre de molécules de glutathion estimé pour une monocouche de ligand a la
surface des nanoparticules (trait noir), nombre de glutathion calculé (+) et rendements
quantiques de luminescence () (QDs4g (vert), QDgoo (orange) et QDgsg (rouge))

Dans le but de confirmer cette corrélation entre le rendement quantique et la couverture de
surface par le glutathion, une autre synthese a été réalisée avec d’avantage de prélevements.
Tous les €chantillons sont obtenus selon le mode opératoire décrit au paragraphe 1. Les
caractérisations optiques et chimiques on été réalisées et les formules molaires sont obtenues
en appliquant le modele structural proposé (Tableau II.8). L’évolution du rendement
quantique des nanoparticules et du nombre de GSH de surface en fonction de leur taille est
représentée sur la Figure 11.33. Au cours des trois premiceres heures, le nombre du glutathion

se trouve largement au dessus de la courbe théorique, indiquant la formation de plusieurs
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couches de glutathion. Apres quatre heures de réaction, le nombre de glutathion commence a
diminuer et le rendement quantique augmente jusqu’a atteindre 29%. Une chute significative
du nombre du glutathion est ensuite observée, accompagnée par une chute importante du
rendement quantique, de maniere analogue a ce qui avait été observé pour les 3 échantillons.
En conclusion, cette nouvelle manipulation confirme la reproductibilit¢ de la synthese et

¢galement I’impact de couverture de surface par le ligand sur les propriétés optiques.
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t (min) em ® (%) D VT]; P 3 Meaur Mro Formule moléculaire
(nm) (nm) (mm”) (Kg/mm’) (g/mol) (g/mol)

QDsss 60 555 15,2 2,85 12,1 5,28 38314 99100 CdTeo,13S0,15(GSH)o 69
QDs7s 120 575 19,9 3,1 15,6 5,13 48069 97169 CdTeo,1450,32(GSH) 47
QDso; 180 591 21,7 3,2 17,1 5,20 53578 107880 CdTeo,12S0,33(GSH)o 44
QDgo1 210 601 24,7 3,28 18,5 5,05 56351 95466 CdTeo,15S0,58(GSH)o .35
QDg¢12 270 612 28 3,32 19,2 5,01 57779 86262 CdTeo,12S0,55(GSH)o 22
QDg24 375 624 25,7 3,37 20,0 5,01 60431 86868 CdTeo,11S0,54(GSH)o 21
QDg47 435 647 11,4 3,46 21,0 4,94 62566 71130 CdTeo,11S0,55(GSH)o,09

Tableau IL.8 : Propriétés des nanoparticules de CdTexSy pour sept temps de chauffage (t) : Rendement quantique de
luminescence (@) a la longueur d’onde d’émission (Aem) , diametre theorique (Drn , obtenu a partir 1’équation 11.3), volume
(Vrn), la masse volumique (p), poids moléculaires: Mo (poids moléculaire total), My (poids moléculaire du coeur) ainsi que
la formule moléculaire
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Figure I1.33 : Nombre de molécules de glutathion estimé pour une monocouche de ligand a la
surface des nanoparticules (trait noir), nombre de glutathion calculé (+) et rendements
quantiques de luminescence () (QDsss (vert), QDsz5 (orange), QDsop (violet), QDgor (jaune),
QDg12 (marron), QDga4 (bleu) et QDeg47 (gris))

Pour vérifier cette hypothese, une solution de glutathion a été ajoutée a une suspension des
nanoparticules émettant a 636 nm (QDs36), dans le citrate a pH = 8,5. Apres 24 heures a
température ambiante, nous observons la dispersion des agrégats, probablement da a I’ajout
de GSH a la surface et a ’augmentation de la force de répulsion électrostatique entre les
nanoparticules. De plus, des variations importantes sont observées au niveau des spectres
d’émission (Figure I1.34). Le spectre d’émission est affiné, tout en gardant le méme
maximum d’émission et le rendement quantique passe 12 % a 15 %, probablement du fait

d’une meilleure protection de la surface.
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Figure I1.34 : Spectre d’émission de QDg36 avant (trait discontinu) et apres 1’addition du
glutathion (trait continu) a température ambiante dans le citrate a pH 8,5

5. Stabilité des nanoparticules

Des tests de stabilité ont été réalisés dans différentes conditions en mesurant 1’évolution
des spectres d’émission en fonction du temps.

Tout d’abord nous pouvons noter que les nanoparticules sont stables pour une période de
21 jours en solution aqueuse et dans le tampon Tris/HCI (0,01 M) a pH 7.4 (pH
physiologique). De plus, leurs propriétés d’émission restent stables dans une gamme de
concentration allant de 3,4 uM jusqu’a 0,6 uM (Figure 11.35), ce qui en fait de bons candidats

pour des applications en biologie."”
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Figure I1.35 : Evolution de I’intensité d’émission de QDs49 a en fonction de la dilution

6. Conclusion

Nous avons mis au point une méthode de synthése de quantum dots de CdTexSy stabilisés
par un ligand hydrophile (le glutathion) en solution aqueuse.

Des nanoparticules stables et avec de bonnes propriété optiques sont obtenues avec une
steechiométrie Cd/Te/glutathion = 4/0,5/4. Au cours de la synthese, la formation d’une couche
de CdS est observée et se manifeste par 1’apparition d’une bande d’absorption caractéristique
a 380 nm et par des diffractogrammes de rayons X caractéristiques d’une solution solide de
CdTexSy. De plus nous observons la croissance de la couche de CdS a la surface des
nanoparticules au cours du chauffage. La proportion du soufre introduits dans le cceur des
nanoparticules est déterminée par des analyses élémentaires (C, H, N et ICP-AES).

A partir de ces analyses, nous avons proposé un modéle structural pour calculer le poids
moléculaire, définir la formule molaire des nanoparticules et estimer le nombre de ligands a la
surface. Le coefficient d’extinction molaire de 1’échantillon QDs49 a ainsi pu étre déterminé.

Enfin, nous avons montré ’existence d’une relation entre le rendement quantique et le
nombre de glutathion. Lorsque le nombre de GSH en surface est insuffisant pour assurer une
couverture totale des nanoparticules, nous observons une chute significative du rendement

quantique. Cette chute est probablement liée a 1’augmentation des désactivations non-
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radiatives dues a la mauvaise protection de la surface. La formation d’agrégats est également

provoquée par I’insuffisance de L-glutathion a la surface.
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Des études récentes ont montré 1’existence d’un piégeage dynamique de la luminescence
de CdS ou de CdSe ' en présence du rouge du Nil résultant d’une interaction coulombienne.
Ce piégeage de la luminescence est interprété par un transfert d’énergie de type Forster
(FRET) des nanoparticules (donneur) vers le rouge du Nil (accepteur). L’efficacité maximale
de transfert d’énergie observée est de 50 % pour les nanoparticules de CdSe ayant un
diamétre de 3,3 nm, dans le chloroforme.

Dans cette partie, un couplage covalent a été réalis¢ entre les nanoparticules de CdTeS et
un dérivé du rouge du Nil synthétis€é au laboratoire. En réduisant la distance donneur-

accepteur, ce couplage devrait significativement améliorer I’efficacité du transfert d’énergie.

1. Synthése et fonctionnalisation d’un dérivé du rouge du Nil

Le Rouge du Nil (Nile-Red) (Figure III.36) est une sonde fluorescente hydrophobe
largement utilisée dans I’étude de biosystémes tels que les protéines > et les membranes.*”
Les propriétés optiques de ce fluorophore sont fortement influencées par la polarit¢ du
solvant.®” En effet, leur spectres d’absorption et d’émission se déplacent vers les basses
énergies lorsque la polarité augmente et le rendement quantique chute, ce qui est connu sous

le nom de ’effet solvatochrome.

>N 0 0

A

Figure I11.36 : Structure du Rouge du Nil

Un dérivé du Rouge du Nil substitué en position 2 par un groupement hydroxyl (Composé
4, Figure 111.37) a été synthétisé selon une adaptation de la procédure décrite dans les travaux
de J. Jose et K. Burgess.® La position phénolique va permettre d’introduire un espaceur de
type aminopropylamine, I’amine primaire servant de fonction réactive pour le couplage a la
surface des nanoparticules.

Le composé 4 est obtenu en quatre étapes (Figure II1.37). Une addition de Michael de
I’acide acrylique sur le 3-amino-phénol permet d’obtenir le composé¢ 1, purifié par
recristallisation. Le diester correspondant (Composé 2) est obtenu par une étape

d’estérification classique avec un rendement de 80 %. Le composé 3 est obtenu par une étape
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de nitrosation du composé 2 par le nitrite de sodium a -6 °C. Une adaptation de la procédure

initialement décrite par de J. Jose et K. Burgess °

a été proposée afin d’améliorer la
régiosélectivité de la réaction. De plus, nous avons montré que le dérivé nitroso (Composé 3)
pouvait étre purifié¢ par recristallisation dans 1’éthanol a 4 °C. Le dérivé du Rouge du Nil
(Composé 4) est finalement obtenu par la condensation du nitroso (Composé 3) sur le 1,6-
dihydroxynaphtaléne. Plusieurs produits de condensation sont obtenus parmi lesquels le

composé 4 qui est séparé par colonne chromatographique.

HO NH
@ ? ZcooH Q MeOH, HCI O\
T R e __MeOH, HCl
H,0,70°C, 3h  HOOC .~y oH Reflux, 24h  MeOL. o~ OH

62% 80%
COOH CO,Me
1 2
NaNO,
HCI, -6°C, 2h
OH 82%

OH
1D i
HO
< MeO,C
MeOH, reflux, 5h XN OH

30%

MeO,C Jii[N\
1
N "o
COzMe

CO,Me 3
4

Figure I11.37 : Synthése du composé 4

La fonctionnalisation du dérivé 4 nécessite la synthese de la chaine aminopropyl (composé
6). La préparation du composé 6 se fait en deux étapes a partir du 3-aminopropanol (Figure
II1.38). La premiere étape consiste en la protection de I’amine primaire avec le dicarbonate de
di-tert-butyle (Boc,O) dans I’éthanol a 30 °C pour donner le composé 5 qui est ensuite purifié
par chromatographie flash sur colonne de silice. Le composé 5 subit une réaction de
bromation avec le N-bromosuccinide (NBS) en présence de triphényl phosphine pour donner
le composé 6. Le produit final a été isolé par colonne chromatographique avec un rendement

de 30 %.
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Boc,0, 2h30 NBS, PPhg, pyridine
AN > AN POV
NH NHBoc NHBoc
HO 2 EtOH, 30°C HO CH,Cl,, t.a, 18h Br
94 % 5 30 % 6

Figure I11.38 : Synthése du composé 6

La Figure III.39 illustre la fonctionnalisation du Rouge du Nil par une réaction de
Williamson sur le composé 4. Une substitution nucléophile est réalisée sur le groupement
phénol par le tert-butyl (bromopropyl) carbamate pour donner le composé 5, isolé par une
extraction au dichlorométhane et purifié par chromatographie flash sur silice. Une
déprotection du Boc avec 1’acide trifluoroacetic donne le Rouge du Nil fonctionnalisé avec la
chaine aminopropyl (composé 8) qui est obtenu pur aprés une colonne chromatographique sur

silice.

o)
OH O/\/\NHJJ\OJ<

MeO,C N O Br” >""NHBoc  MeO,C N ‘
1 /©: \ 1 )
NaH, DMF, 36°C, 20h L I ‘
N 0 o 2 N 0 0

40%
CO,Me CO.Me
4 7

TFA /CH,Cl,, t.a
80 %

CO,Me
8

Figure I11.39 : Schéma réactionnel de la fonctionnalisation du rouge du Nil

La Figure 1140 montre les spectres RMN 'H des composés 4 (vert) et 6 (rouge).

L’apparition des signaux caractéristiques de la chaine aminopropyl est clairement observée
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avec des déplacements chimiques de 4,30 ppm pour le proton 11, 3,25 ppm pour 13 et 2,26

pour 12.
1 '
O |
1\OJ\A3 |
2 4
)A) s MeOH
O (0] |
|
% H,0 |
2
| 5 H,0 ‘* DMSO
7

| i 11 ? T |

¥ 6 4 | L A |

_— '_ s N A,‘:l\___ J.\SE,A‘L A J\ Juo . J L’{H‘A‘j "“\_,\_, _ ‘} [ s\
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Figure I11.40 : Spectres RMN "H du composé 4 (vert) et du composé 6 (rouge)

2. Caractérisations optiques

2.1. Etudes des propriétés optiques

Les spectres d’absorption et d’émission du composé 6 (appelé par la suite RN) sont
présentés a la Figure 111.41. Le spectre d’absorption présente un pic d’absorption a 525 nm. Il
faut noter la présence d’une région a faible absorption du Rouge du Nil dans une fenétre
comprise entre 346 et 420 nm.

Sous excitation a 525 nm, nous observons le spectre d’émission qui présente un maximum
a 642 nm. Le déplacement de Stockes (caractéristique de [’écart entre la longueur
d’absorption et d’émission) est particulierement important pour un fluorophore organique. Un
déplacement de 117 nm est mesuré a comparer avec un écart d’environ 25 nm pour la

Rhodamine 6G dans 1’éthanol.
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2,4E+07 0,8

5 1L,8E+07 0,6

1,2E+07 0,4 ~

6,0E+06 0,2

Intensité d'émission (u.

0,0E+00
260 460 660

Longueur d'onde (nm)

Figure I11.41 : Spectre d'absorption (trait continu) et d'émission (trait discontinu) du Rouge
du Nil dans le méthanol (Aex = 500 nm)

2.2. L’effet solvatochrome

L’effet solvatochrome est nettement observé sur les spectres d’absorption (Figure I11.42) et
d’émission (Figure I11.43). La position des maxima d’absorption et d’émission se décale vers
les basses énergies (Figure 111.42 Figure I11.43). Ce décalage est accompagné par une chute de
I’intensité d’émission et le rendement quantique varie de 53 % dans le méthanol pur a 27 %
dans un mélange eau/méthanol 50/50.

10,11,12
S10ILI2 hans le cas des

L’effet solvatochrome du Rouge du Nil a été largement documenté.
solvants protiques comme le méthanol et I’eau, deux théories sont avancées. La premicre
suggere la stabilisation de I’état excité par la formation de liaisons hydrogéne.'

La deuxieme, également valable dans les solvants aprotiques, est attribuées au phénomene
de relaxation dipolaire. En effet, le Rouge du Nil est caractérisé par un moment dipolaire ([i)
¢levé di a une séparation partielle des charges entre les groupements amine (donneurs
d’électron) et le carbonyle (accepteur). A 1’état excité la densité Electronique migre du
groupement amine vers le carbonyle et le moment dipolaire s’accroit (ug). Apreés excitation,

les dipoles de solvant peuvent se réorienter ou se relaxer vers pg, ce qui diminue 1’énergie de

I’état excité. Lorsque la polarit¢é du solvant augmente, cet effet devient important,
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occasionnant une émission de plus faible énergie et donc a plus grandes longueurs d’onde

(Figure 111.44)."

H,0:0 — 50 %

0,8 - =220 S

0,6 - \
2 04 - \
=) 0,

02 -

0 T T T T 1
420 470 520 570 620 670

Longueur d'onde (nm)

Figure I11.42 : Evolution du spectre d'absorption dans un mélange MeOH/H,0 avec des
compositions variant de 0 % a 50 % en eau

2,0E+07 -
= -0 — 50 %
T 1L5EH07 - H,0: 0 — 50 %
=
S
;5 1,0E+07 -
=
©
=
e
S 5,0E+06 -
0,0E+00 - . . -
520 620 720 820

Longueur d'onde (nm)

Figure I11.43 : Evolution du maximum d’émission dans un mélange MeOH/H,0O avec des
compositions variant de 0 % a 50 % en eau
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-12
Conversion interne et relaxation vibrationnelle (10 s)

Solvant moins polaire . -10
Relaxation du solvant (10 )

Solvant plus polaire

-15
(10 s) hv, hv’,

2 «| &«

Figure I11.44 : Diagramme de fluorescence de Jablonski tenant compte de la relaxation du
solvant'*

2.3. Procédure de couplage

Le couplage du composé 7 a la surface des nanoparticules QDsg9 a été réalisé par un
couplage peptidique classique a pH = 7,4, en activant les fonctions acide carboxylique du
glutathion avec de la N-hydroxysuccinimide (NHS) en présence de N-(3-
diméthylaminopropyl)-N-éthylcarbodiimide (EDC) (Figure I11.45)."

Afin d’étudier I’influence du taux de couplage sur les propriétés des nanoparticules, une
série de 6 échantillons a été préparée en ajoutant une quantité croissante du Rouge du Nile (5
eq, 9eq, 13eq, 18eq et 23 eq) a des aliquots de la solution de QDs4 activée (Figure 111.46).
Les nanoparticules fonctionnalisées sont ensuite précipitées par addition de méthanol,

séparées par centrifugation et séchées sous vide.
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QDs4
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Figure I11.45 : Procédure d'activation des carboxylates du glutathion avec EDC et NHS
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Figure I11.46 : Procédure du couplage des QDs49 activées avec le Rouge du Nil

2.4. Calcul du taux de couplage
Le taux de couplage a été calculé a partir des mesures des spectres d’absorption UV-visible
des 6 échantillons. La Figure 111.47 montre les spectres d’absorption enregistrés en fonction

de la quantité de Rouge du Nil ajoutée.
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0,8

RN/QD 0 — 1,86%
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Figure I11.47 : Spectre d’absorption des QDs49 non conjugués (—), et des QDs conjugués en

fonction de I’augmentation du ratio molaire RN/QD (QD-RN1, —, QD-RN2, —, QD-RN3, —

, QD-RN4, —, QD-RNS5, —, QD-RN6,H), normalis¢s a 408 nm ou I’absorption du Rouge de
Nil est négligeable, Tris/HCI 0,01 M, pH 7,4

Le spectre d’absorption des nanoparticules conjuguées au Rouge du Nil (4(4)) a été
considéré comme la combinaison linéaire du spectre d’absorption du Rouge du Nil (4zn(4)) et

celui des QDsyg activés (App(4)) selon 1’Equation I11.18 (Figure I11.48).

A) = axAgy D)+ bXAgp ()
Equation III.18

Les concentrations des QDsg9 activées et du Rouge du Nil ont été obtenues a partir des
populations a et b en tenant en compte des coefficients d’extinctions molaire respectifs
(16600 L. mol™. cm™ 4 535 nm pour le Rouge du Nil et 70130 L. mol™. cm™ a 400 nm) pour
QDs49. Le taux de couplage des différents échantillons est résumé dans le Tableau II1.9. Le
maximum de couplage est de 1,86 RN/QD et est obtenu pour I’addition de 37 équivalents de
Rouge de Nil par QDsg9. Au dela de 37 équivalents, la formation d’agrégats est observée et

les nanoparticules deviennent insolubles en phase aqueuse.
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Figure I11.48 : Spectre d'absorption du Rouge du Nil (vert), de QDsg49 activée (bleu) et de
QD-RNI (rouge) ainsi que la combinaison linaire (violet)

échantillons

QD-RN1
QD-RN2
QD-RN3
QD-RN4
QD-RN5
QD-RN6

Eq.

5
9
13
18
23
37

b
1.68
3.11
2.5
2.2
2.16
2.09

a
0.18
0.55
0.49
0.45
0.46
0.52

[9D]
9.60E-06
1.77E-05
1.42E-05
1.25E-05
1.23E-05
1.19E-05

[RN]
7.67E-06
2.34E-05
2.08E-05
1.91E-05
1.96E-05
2.21E-05

[RN)/[QD]
0.80
1.32
1.46
1.53
1.59
1.86

Tableau II1.9 : Résumé des calculs des concentrations de QDs49 /QD], le Rouge du Nil /RN]

et le taux de couplage /[RNJ/[QD].

3. Etude du transfert d’énergie entre QD54 et le Rouge du Nil

Nous avons utilisé le produit du couplage pour étudier le transfert d’énergie de type Forster

(FRET) entre les nanoparticules (donneur) et le Rouge du Nil accepteur (Figure II1.49).

Comme nous avons vu précédemment, le Rouge du Nil présente une faible absorption a 375

nm. Au contraire, les nanoparticules possedent une forte absorption a cette longueur d’onde.

Dans notre étude, le Systéme QD-RN est donc excité a 375 nm pour éviter I’excitation directe

du Rouge du Nil.
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FRET

VS

:
R 4

375 nm

Figure I11.49 : Schéma du transfert d’énergie de type forster (FRET) entre les nanoparticules
(QDsy49) et le Rouge du Nil (Aexc = 375 nm)

3.1. Choix de QDs49 comme donneur
Le choix des QDsy4 pour le couplage avec le Rouge du Nil et I’étude du transfert d’énergie

est basé sur deux facteurs trés importants :
1. Le recouvrement spectral : Un bon recouvrement spectral entre les QDs49 activées
et le Rouge du Nil est observé (Figure II1.50). L’intégrale du recouvrement de 9,41

x 10" M em™ nm* est calculée a partir de 1’équation 1.3.

2. La distance donneur-accepteur : les caractérisations structurales montrent que les
QD549 possedent une faible couche de CdS par rapport aux autres échantillons. La
distance donneur—accepteur est donc plus courte et le transfert d’énergie sera plus

efficace.
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Figure I11.50 : Spectres d’absorption (traits discontinus) et d’émission (normalisée au
maximum, traits continus) de QDs49 en présence de NHS/EDCI (bleu, Aex = 375 nm) et le
Rouge du Nil (rouge, Aex = 556 nm)

A partir de I’équation 1.4, un rayon de Forster Ry de 41 A a été déterminé. Cette valeur est
trés similaire aux données de la littérature. A titre de comparaison, un rayon de 51 A a été
mesuré lorsque le Rouge du Nil commercial est utilisé comme accepteur et des nanoparticules
de CdSe avec un diamétre de 2,4 nm, comme donneur dans le chloroforme.'® Un rayon
compris entre 42 et 55 A est trouvé pour des nanoparticules de CdSe/ZnS couplées a des
peptides.'” 11 faut noter que dans notre cas, le rayon de Forster trouvé est trois fois supérieur

au rayon du cceur, ce qui laisse prédire un bon transfert d’énergie entre les nanoparticules et
le Rouge du Nil.

4. Mise en évidence du transfert d’énergie par spectrométrie de fluorescence

en temps résolu

Le transfert d’énergie des quantum dots QDs49 vers le Rouge du Nil a été mis évidence par
spectrofluorimétrie résolue en temps. Les profils de décroissance temporelle des 6
¢chantillons ont €té mesurés par la technique de comptage de photonique corrélée en temps

(Time Correlated Single Photon Counting, TCPSC), en utilisant une spectraled émettant a 370

nm comme source d’excitation.
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Comme mentionné précédemment, 1’absorption du Rouge du Nil étant négligeable a cette
longueur d’onde, nous pouvons considérer qu’il n’y a pas d’excitation directe.

L’émission du cceur de CdTexSy a été enregistrée a 550 nm. Celle du Rouge du Nil (a 648
nm) donne un signal de faible intensité et ne permet pas de bonnes mesures de temps de vie.
La Figure IIL.51 illustre les courbes de temps de vie enregistrés a 550 nm pour les 6
¢chantillons. Les profils de décroissance temporelle sont traités en mode tetra-exponentiel.
Les 4 temps de vie et les populations correspondantes (o, 1 = 1-4) sont résumés dans le
Tableau III.10. Par ailleurs, une diminution de temps vie du donneur en fonction de
I’augmentation du ratio RN/QD est constatée. Le temps de vie moyen des nanoparticules
passe de 18 ns a 1,1 ns pour QD-RN6. Cette diminution est en accord avec le transfert
d’énergie des nanoparticules vers le Rouge du Nil. Il faut noter que I’activation des
carboxylates des glutathions de la surface influe fortement sur le temps de vie moyen de
CdTexSy qui passe de 50 ns pour QDs49 a 18 ns pour les QDsy9 activées en ester-NHS. Cette
diminution ne se traduit pas au niveau du rendement quantique qui ne varie presque pas (24

%). Nous n’avons pour I’instant pas d’interprétation a ce phénomene.

1000

10 A

| l“ﬁﬂlhii n

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Temps (ps)
Figure I11.51 : Profil des temps de vie QDs non conjugués (—), et des QDs49 au Rouge du Nil
(QD-RN1, —, QD-RN2, —, QD-RN3, —, QD-RN4, —, QD-RN5, —, QD-RN6,—), Tris/HCI
(0,01 M), pH 7.4, Aex =370 nm, Aem =540 nm
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Echantillons Ti T2 T3 T4 oq o o3 o4 <t>
(ms) (ms) (ms) (ms) (%) (%) (%) (%) (ns)
QDsy 5,39 15,18 49,32 0 29,72 53,35 16,93 0 18,05

QD-RN1 3,78 13,47 4733 0,78 26,39 33,16 23,66 16,79 16,79
QD-RN2 1,18 06,17 29,64 047 28,16 11,89 05,18 54,17 2,86
QD-RN3 1,52 04,60 20,83 041 21,04 10,23 02,68 66,05 1,62
QD-RN4 1,19 04,62 2538 033 21,55 08,84 01,66 67,95 1,31
QD-RNS 0,36 01,76 9,12 0 76,15 18,04 05,81 0 1,12
QD-RN6 0,40 02,01 10,07 0 77,00 18,99 04,10 0 1,10
Tableau II1.10 : Parametre des temps de vie pour QDs49 en fonction de 1’augmentation du
ratio molaire RN/QD dans 0.01 M TRIS-HCI, pH 7.4, Aex =370 nm et Aep,, = 540 nm.

L’efficacité du FRET devrait pouvoir étre déterminée a partir de ces données (Equation
1.7). Cependant, le traitement des donnés en mode multi-exponentiel rend les calculs tres

compliqués.

5. Etude quantitative du FRET a I’état stationnaire

Une étude quantitative du transfert d’énergie a pu étre réalisée a 1’état stationnaire. Les
propriétés d'émission du Rouge du Nil couplé au QDs4 sont présentées a la Figure I11.52.
L’excitation des nanoparticules a 375 nm (¢ = 103 500 M'cm™ a 375 nm) donne lieu a un
spectre d’émission centré a 550 nm. Comme prévu, l'augmentation du ratio de RN/QD
provoque une diminution de I'émission des QDs49 a 550 nm (Figure 111.52). Cette diminution
systématique est due au transfert d’énergie des QDsso (donneur) vers le Rouge du Nil
(accepteur) attach¢ a la surface. Ce transfert d’énergie se manifeste également par
I’augmentation de la luminescence du Rouge du Nil, observée a 648 nm (Figure 111.53)

Ces variations spectrales ont permis de calculer D’efficacité du transfert pour les 6
¢chantillons, en utilisant 1’équation I.7. Une correction a été apportée pour 1’échantillons QD-
RN1 pour le quel le taux de couplage est inférieur a 1. Dans ce cas, la contribution des QDs4

non couplés (20 %) a été soustraite du spectre d’émission (Equation I11.19).

lop-rn1 — 0,2 X Ip
0,8

Equation IT1.19

Ipa (@D — RN1) =
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Figure I11.52 : spectre d’émission des QDs non conjugués (—), et des QDs conjugués en
fonction des différents taux de couplage (QD-RN1, —, QD-RN2, —, QD-RN3, —, QD-
RN4, —, QD-RNS, —, QD-RN6,—), Tris/HCI, pH 7.4 (0,01 M), Aex =375 nm
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Figure II1.53 : Spectres d’émission normalisés au maximum d’émission des QDs non
conjugués (—), et des QDs49 au Rouge du Nil (QD-RN1, —, QD-RN2, —, QD-RN3, —, QD-
RN4, —, QD-RNS5, —, QD-RN6,—), Tris/HCI (0,01 M), pH 7.4, Aex =375 nm
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L'efficacité moyenne du transfert d'énergie observée est de 98% (Tableau III.11). Elle
n'est pas limitée par le recouvrement spectral entre le spectre d'absorption du Rouge du Nil et
le spectre d’émission des nanoparticules luminescentes mais par d'autres parametres tels que
le rendement quantique des quantums dots et la distance entre le donneur et 1’accepteur. Cette
distance a été calculée a partir de 1’équation 1.6 et les valeurs obtenues sont résumées dans le
Tableau III.11.

La distance moyenne entre le donneur et I’accepteur (Tableau II1.11) calculée est de 24 A,
ce qui est en trés bon accord avec la distance théorique calculée a partir de notre modele
structural. En effet, la somme du rayon des nanoparticules (13 A) et la distance estimée a 14
A entre I’atome du soufre du glutathion et le Rouge du Nil (Figure II1.54) est en bonne
corrélation avec la distance donneur-accepteur calculée par la théorie du FRET. Cette distance
est quatre fois inferieure a la distance estimée pour des interactions non covalentes entre des
nanoparticules de CdSe et le Rouge du Nil." Dans notre cas, ’efficacité du transfert d’énergie
obtenue est quantitative (98 %) et est favorisée par la courte distance entre le donneur et
I’accepteur. A titre de comparaison, une efficacité de transfert limitée a 51 % a été déterminée

lors d’interaction non-covalente entre les quantum dots de CdSe et le Rouge du Nil.!

Echantillon RN/QDsy4 Errer (%) r(A)
QD-RN1 0,80 98,4 21
QD-RN2 1,32 95,8 27
QD-RN3 1,46 97,4 25
QD-RN4 1,53 97,9 25
QD-RN5 1,59 98,1 24
QD-RN5 1,86 98,4 24

Tableau II1.11 : Résumé de I’efficacité du transfert d’énergie (Errer) et de la distance
donneur-accepteur entre les QDs49 et le Rouge du Nil (r) en fonction du taux de couplage
[RN/QDs40]
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Figure I11.54 : Mode¢le théorique de la distance entre I’atome du soufre du glutathion et le
Rouge du Nil (MM2)

Bien que le distance donneur-accepteur indique que les nanoparticules et le Rouge du Nil
sont couplés d’une manicre covalente, une série de manipulations a été effectuée afin de
confirmer que le transfert d’énergie entres les QDs49 et le Rouge du Nil est un transfert via
une liaison covalente et non pas un transfert dynamique da a des interactions de Van der
Waals.

Dans un premier temps, les nanoparticules (QDs49) sont mélangées avec 23 équivalents de
Rouge du Nil en absence d’agents de couplage et le mélange est laissé réagir pendant 45
minutes. Les nanoparticules sont en suite précipitées au méthanol, lavées (20 cycles) et
isolées par centrifugation.

Des études spectroscopiques sont réalisées sur les nanoparticules en excitant a 375 nm afin
d’exciter sélectivement les QDsg9. La Figure IIL.5SS montre les spectres d’émission des
nanoparticules normalisés au maximum d’émission a 550 nm. Un signal de luminescence
négligeable est observé des quantums dots vers le Rouge du Nil. Ce résultat confirme que le
transfert d’énergie observé pour les nanoparticules fonctionnalisées est trés majoritairement

da au Rouge du Nil couplé de maniere covalente a la surface.
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Figure IIL5S : Spectres d’émission normalisés de QDs4 en 1’absence du Rouge du Nil
(bleu), en présence de 23 eq de Rouge du Nil non conjugué (vert) et conjugués au Rouge du
Nil (rouge), Tris/HCI (0,01 M), pH 7.4, Aex =375 nm

Dans un deuxiéme temps, une solution de QDs49 est préparée a la méme concentration que
celle utilisée lors de 1’étude de FRET. 0,5; 1; 2 et 3 eq de Rouge du Nil sont rajoutés en
absence de EDC et NHS. Apres 45 minutes de réaction, les spectres d’émission des différents
¢chantillons sont mesurés (Figure I111.56).

Aucun transfert d’énergie n’est observé a cause de la longue distance entre le donneur et
I’accepteur. En effet, la concentration utilisée est trop faible pour observer un transfert

dynamique important.

76



Chapitre lll. Application des nanoparticules au transfert d’énergie

1,2E+03 -
/.‘ —0eq

9,0E+02 - [ 0.5eq
: / te
2 2eq
£ 3eq
= . ]
S 6002
4
8
=

3,0E+02 -

0,0E+00 : — ;

450 500 550 600 650 700
Longueur d'onde (nm)

Figure I11.56 : Spectres d’émission normalisés de QDs49 avant et apres ajout de 0, 0.5, 1,2 et
3 équivalents de Rouge du Nil, Tris/HCI1 (0,01 M), pH 7.4, Aex =375 nm

6. Conclusion

Dans ce chapitre le Rouge du Nil a été couplé de manicre covalente a la surface de
nanoparticules de CdTexSy émettant a 540 nm, via un couplage peptidique entre les fonctions
carboxylates du glutathion a la surface et ’amine du Rouge du Nil fonctionnalisé. Ces
quantum dots fonctionnalisés ont été utilisés comme donneur dans ’étude du transfert
d’énergie de type Forster vers rouge du Nil, utilisé comme accepteur. Nous avons démontré
qu’il y’a un bon recouvrement spectral entre le spectre d’émission des QDs49 fonctionnalisés
et le spectre d’absorption du Rouge du Nil et un bon transfert d’énergie. L’efficacité¢ du
transfert de est de 98% et la distance calculée entre le donneur et ’accepteur est de 24 A.
Cette distance correspond bien a la valeur théorique calculée a partir d’un modele moléculaire

et du modele structural des nanoparticules présenté au chapitre I.
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1. Systéme cceur/coquille

L’état de la surface des quantum dots joue un role trés important a la fois sur leurs
propriétés optiques et leurs stabilités chimiques. Au cours des dernieres années, des efforts
ont ét¢ investis dans la passivation de surface des coeurs de CdSe et CdTe afin d’améliorer
leurs photostabilité ainsi que leurs rendements de luminescence.' Les défauts a la surface des
quantum dots du groupe II-VI sont des sites vacants cationiques ou anioniques. Ces défauts
sont a 1’origine des rendements quantiques de fluorescence généralement limités, de 1’ordre
de quelques pour cent a température ambiante. En effet, si les atomes de surface ne sont pas
passivés, cela crée des pieges pour 1’électron ou les trous, qui favorise les processus de
désactivation non-radiatifs. Pour corriger ces défauts, une stratégie consiste a recouvrir les
nanoparticules d’une coquille avec un autre semi-conducteur.

Le choix du matériau pour la coquille dépend des propriétés désirées. 11 existe plusieurs
types de systémes cceur/coquille, caractérisés par la position relative de la bande de valence et
la bande de conduction du ceeur et de la coquille (Figure IV.57)." Tous ces systémes de
cceur/coquille peuvent étre obtenus, en utilisant une grande variété de combinaison des

matériaux en fonction de la position de la bande désirée (Figure IV.58).

Type | Type ll.a Type ll.b Type | Inversé

Figure I'V.57 : Position relative de la bande de valence et de la bande de conduction dans des
différents systemes coeur/coquille (cceur (bleu), coquille (vert)).
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Figure I'V.58 : Niveau d’énergie €lectronique des semi-conducteur de type I1I-V et [I-VI
(BC : bande de conduction, BV : bande de valence)

Le type I est le premier et le plus commun des systeme cceur/coquille. Dans ce type
d’hétéro-structure la bande interdite de la coquille est plus large que la bande de conduction
du cceur, confinant 1’électron et le trou dans le cceur du nanocristal (Figure IV.57). Le premier
but de ce systeme est d’augmenter le rendement de luminescence par passivation de la surface
du ceeur, et d’isoler le cceur de son environnement pour réduire la dégradation chimique. Les
premiers systemes cceur/coquille de type I sont des nanoparticules de CdSe/ZnS. En effet, Le
ZnS est le premier matériau qui a été utilisé pour améliorer les propriétés optiques des
nanoparticules luminescentes en raison de sa bande interdite trés large de 3,6 eV.? Il présente
un alignement de type I avec de nombreux matériaux de cceur. De plus, il permet d’obtenir
des matériaux avec une bonne photostabilit¢ grace a sa forte résistance vis-a-vis de
I’oxydation. En 1996, I’équipe de Guyot-Sionnest a réalis¢ les premiers travaux sur la
croissance d’une coquille de sulfure de zinc (bande interdite du matériaux massif': 3,6 eV), a
la surface de nanoparticules de CdSe.” Par conséquent, des nanocristaux de CdSe/ZnS avec
des rendements quantiques qui atteignent les 50 % ont été obtenus. De plus, ces nanocristaux
présentent une forte résistance au photo-blanchiement sous excitation continue comparé aux
nanocristaux de départ. Cependant dans des systetmes de type I un décalage de la
luminescence de 10 nm vers le rouge est souvent observé, due a une fuite de I’exciton dans la
matrice de la coquille, réduisant ainsi le confinement quantique.’

Dans les systemes de type Il.a, la bande de valence et de conduction du matériau du coeur

sont toutes les deux plus basses en énergie (ou plus haute, on parle donc de type II.b) que
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celles des matériaux de la coque (Figure IV.57) induisant cette fois une séparation spatiale
entre 1'électron et le trou, I'un des porteurs de charge est donc localisé dans le cceur tandis que
l'autre est localisé dans la coque comme par exemple des nanocristaux de CdS/ZnSe *,
CdTe/CdSe,” CdSe/ZnTe ° et ZnSe/CdS.° Ce type de coquille provoque un décalage
significatif des propriétés optiques vers le rouge ainsi que I’augmentation du temps de vie.’
En effet, la longueur d’onde d’émission maximale observée est supéricure a celle
correspondant au matériau du ceeur et de la coquille.” Cette technique a permis d’obtenir des
nanocristaux émettant dans le proche infrarouge.”*’

Le systeme de type I inversé présente une bande interdite du matériau du coeur plus large
que celle du matériau de la coquille, et la bande de conduction du cceur a une énergie plus
haute que celle de la coquille alors que la bande de valence de la coquille a une énergie moins
¢levée que celle du cceur (Figure 1V.57). Les porteurs de charge restent donc partiellement
délocalisés dans la coquille et le décalage du spectre de la fluorescence vers le rouge peut étre
controlé par le changement de I’épaisseur de la couche conduisant a des rendements
quantiques généralement faibles. Les exemples les plus connus dans la littérature sont
CdS/CdSe et ZnSe/CdSe."’

Dans notre travail, I’introduction d’une coquille a la surface des nanoparticules de
CdTexSy a pour but d’améliorer leurs propriétés optiques a savoir le rendement quantique. Le
choix du matériau doit donc satisfaire les conditions pour un alignement de type 1.

A la lumiére de ces caractéristiques, le ZnS a été choisi comme matériau pour former une

coquille a la surface des nanoparticules.

2. Tentative d’introduction d’une couche de ZnS

Plusieurs tentatives d’introduction d’une couche de ZnS a la surface des nanocristaux
semi-conducteurs ont été effectuées.

La premicere tentative consiste a additionner une solution aqueuse de ZnCl, et de glutathion
a une solution des nanoparticules émettant a 513 nm avec un rendement de 6 %, obtenues
apres 2h30 de croissance a 100 °C (QDs;3). Le pH du mélange est ajusté¢ a 9 (pH = 4
initialement) avec une solution aqueuse de NaOH (1 M). Au cours du chauffage (100 °C), les
ions sulfure sont générés par la décomposition du glutathion, qui s’associent ensuite aux ions
de Zn*" dans le milieu réactionnel, formant ainsi des clusters de ZnS qui germent a la surface

des nanoparticules en créant une coquille (Figure IV.59).
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Figure IV.59 : Croissance d’une coquille de ZnS obtenue a partir de ZnCl, et de L-glutathion

La Figure IV.59 montre le suivi de 1’évolution des propriétés optiques en fonction du
temps de chauffage. Une chute de I’intensité¢ de luminescence des QDs;3 est observée apres
I’ajout de la solution de ZnCl, et du glutathion. Cette chute est probablement liée a la
diminution du pH (de 6,80 a 4). En effet, la diminution du pH vers les pH acide est
accompagnée par une chute du rendement quantique des nanoparticules de 6 % a 4 %. Bien
que le pH soit ensuite ajusté a 9, la luminescence des QDs13 ne s’améliore pas. Cependant,
apres 120 minutes de chauffage, une augmentation significative du rendement quantique des
nanoparticules de CdTexSy, est observée qui passe de 4 % a 16%. Cette augmentation résulte
de la croissance de la couche de ZnS a la surface des nanoparticules. Elle est accompagnée
par un décalage de 7 nm de la longueur d’onde d’émission vers le rouge. Cela indique que la
surface des nanoparticules est déja saturée par le ZnS."' Aprés 390 minutes de chauffage, une
chute de la luminescence est observée et le rendement quantique passe de 16 % a 9 % avec un

décalage de 17 nm.
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Figure IV.60 : Spectres d’émission des QDs CdTexSy avant (orange), apres 1’ajout des
précurseurs (marron) et de CdTexSy/ZnS pour différents temps du chauffage 120 minutes
(rouge), 390 minutes (violet)

Il faut rappeler que notre but consiste a introduire une coquille de ZnS a la surface des
nanoparticules afin d’obtenir des nanoparticules avec des propriétés optiques plus
intéressantes que celles obtenues avec des nanoparticules non passivée. Cependant les
nanoparticules obtenues apres I’introduction d’une couche de ZnS possedent des propriétés
optiques moins intéressantes que les nanoparticules préparées sans coquille de ZnS. Par
exemple un rendement quantique de 9 % a 557 nm est obtenu apres passivation de la surface
par la couche de ZnS, alors que les nanoparticules sans coquille possedent un rendement
quantique de 20 %.

Nous avons supposé qu’un phénomene irréversible, qui a lieu lors de la chute du pH a
pH=4, était a I’origine des mauvaises propriétés optiques obtenues. Une autre tentative a donc
¢été effectuée en tenant compte de ce parametre.

Pour la deuxiémes tentative, le mode opératoire de la tentative 1 est répété en préparant
cette fois-ci la solution de ZnCl, et de L-glutathion dans un tampon citrate (0,02 M) a pH 9.
Contre toute attente, une chute de I’intensité de la luminescence initiale apres 1’ajout de la
solution de ZnCl, et du glutathion est encore observée (de 6 a 5 %) (Figure I1V.61). Ce

phénomene reste sans interprétation. Ensuite, aprés 120 minutes du chauffage le rendement
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quantique passe de 5 % a 9 % et le décalage de la longueur d’onde est de 18 nm. Il faut noter
cette augmentation est plus faible que celle obtenue dans la premiére tentative (4 % a 16%)),

cela est peut étre a cause a la présence de citrate.
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Figure IV.61 : Spectres d’émission des QDs CdTexSy avant (orange), apres 1’ajout des

précurseurs (vert) et de CdTexSy/ZnS pour différents temps du chauffage 120 minutes
(rouge), 400 minutes (violet)

Pour la derniere tentative (Figure IV.62), nous avons utilisé d’autres précurseurs pour les
jons Zn*" et S*. Une solution aqueuse de ZnSO4 (1,25 mM) est donc utilisée a la place de la
solution de ZnCl, et les ions sulfure sont générés a la fois par la décomposition du glutathion

et ¢galement par 1’addition de Na,S.
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Figure IV.62 : Croissance d’une coquille de ZnS a la surface des nanoparticules en présence
de ZnSO, et de Na,S

La Figure 1V.63 montre 1’évolution des propriétés optiques avant et apres le chauffage.
Une diminution du rendement quantique (de 24 % a 13%) est encore une fois observée apres
I’ajout des précurseurs de la coquille a pH = 9. Aucune amélioration significative n’a été
observée apres une heure du chauffage a 40 °C. Il a donc été décidé de chauffer le mélange a
100 °C. Apres 90 minutes de chauffage a 100 °C, une augmentation de I’intensité¢ d’émission
est constatée et le rendement quantique atteint une valeur de 28 % a 570 nm. Le maximum

d’émission se déplace de 540 nm a 570 nm, soit un décalage de 30 nm.
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Figure IV.63 : Spectres d’émission des QDs CdTexSy avant (orange), apres 1’ajout des
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précurseurs (vert) et de CdTexSy/ZnS pour différents temps du chauffage 60 minutes a 40
°C (bleu), 90 minutes (rouge) et 130 minutes (violet) a 100 °C.

Au final, les résultats obtenus par I’introduction d’une coquille de ZnS ne sont pas
satisfaisants. En effet, cela est probablement li¢ au désaccord de maille avec le matériau du
ceeur. En effet, ’épaisseur de la coquille est limitée par la différence entre les parametres de
maille entre le matériau du cceur et de la coquille. Il faut noter qu’il est possible de faire
croitre une coque a la surface du coeur jusqu’a une certaine épaisseur critique, au dela de cette
épaisseur, des fissures de la coque apparaissent.'?

Une autre approche a donc été adoptée afin d’atteindre le but désiré. Cette approche
consiste a utiliser un chauffage aux micro-ondes dans le but de préparer des nanoparticules de

CdTexSy de meilleure cristallinité.

3. Syntheses de nanocristaux semi-conducteurs de CdTexSy par voie micro-

ondes

3.1. Généralités

La chimie sous micro-ondes est une technique de plus en plus utilisée a la fois simple a
mettre en ceuvre et rapide. La premiere utilisation générale du four micro-ondes remonte aux
années 1950. Cependant, la premicre utilisation en chimie date de 1986, lorsque les groupes
de Gedye et Giguere présentent une accélération de la réaction en chimie organique par
I’utilisation de fours micro-ondes domestiques. Cette nouvelle voie de synthese présentait des
risques, notamment des dangers d’explosions dus au manque de moyens de controle et de
surveillance. Grace a des améliorations des fours micro-ondes, il est maintenant possible
d’avoir un contrdle en temps réel de la température, la puissance et la pression.

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques contenant des composantes électriques
et magnétiques. L’interaction de matériaux diélectriques, liquides ou solides avec des micro-
ondes conduit a une réorientation de leurs dip6les afin de suivre les variations du champ.
Certaines fréquences de champ menent a la friction entre les molécules, résultant en la
production de chaleur interne et 4 I’augmentation de la température du matériau.”’ La
syntheése aux micro-ondes est en général rapide, simple et efficace, c’est pourquoi cette
méthode a été¢ adoptée pour de nombreuses applications en chimie. L’irradiation par micro-
ondes a été également appliquée pour la préparation des diverses nanoparticules, a savoir des
nanoparticules d’argent,'* de germanium '’ et d’oxyde de zinc,'® et en particulier des

nanoparticules semi-conductrices luminescentes de CdSe,'” ZnS ' et CdTe."” Cette

90



Chapitre IV. Amélioration des propriétés optiques des nanoparticules de CdTeySy

technique a montré une croissance trés rapide des nanoparticules ainsi que de bonnes
propriétés optiques. Par exemple des nanoparticules de CdTe recouvert par MPA (acide
mercaptopropionic) qui émettent a 773 nm sont obtenues apres 45 minutes par irradiation
micro-ondes a 160 °C, avec des rendements quantiques qui atteignent 50 %. Leurs synthese
par la méthode standard dure 2 & 3 jours.”' Nous nous sommes donc intéressés a la synthése

des quantum dots de CdTexSy par voie micro-ondes.

3.2. Synthése par voie micro-ondes

Dans un premier temps, le protocole opératoire de la synthese classique (cf. Chapitre I1) a
été répété pour préparer les précurseurs mais cette fois-ci, 2 ml de solution finale sont mis
dans un réacteur de 10 mL. Les réactifs sont chauffés a 100 °C pendant différents temps.

La Figure IV.64 montre 1’évolution des spectres d’absorption et d’émission en fonction du
temps de chauffage. Comme attendu, un décalage du pic excitonique d’absorption et
d’émission est observé indiquant la croissance des nanoparticules de CdTexSey. Des
nanoparticules émettant a 600 nm sont obtenues apres seulement 30 secondes de chauffage et
seulement 180 secondes sont nécessaires pour obtenir des nanoparticules émettant a 640 nm,
ce qui représente une bonne économie de temps comparativement a la synthese classique
(plusieurs heures étaient nécessaires). De plus, les rendements quantiques obtenus par cette
technique (37% a 595 nm) sont plus élevés que ceux obtenus par la synthese classique (29 %

a 600 nm).
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Figure 1V.64 : Spectres d’absorption (A) et d’émission (B) en fonction du temps de
chauffage par irradiation micro-ondes (les spectres d’émission sont normalisés au maximum
d’émission ; orange (595 nm, ® = 37 %) ; vert (615 nm ; ® = 34 %) ; violet (623 nm ® =33

%) ; rouge (640 nm, ® =30 %), Aex =430 nm

Malgré tous ces avantages, cette technique présente un inconvénient majeur li¢ a la faible

quantité de nanoparticules obtenue. En effet, le volume de la solution a mettre dans les micro-
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ondes est limité a 2 mL pour les réacteurs de 10 mL et a 20 mL pour les réacteurs de 30 mL,
limitant ainsi la quantité des nanoparticules préparée (2 ou 3 mg). Jouer sur la concentration

de la solution semble étre une bonne alternative pour corriger ce probleme.

3.3. Influence de la concentration

Une solution trop concentrée n’est pas propice a la croissance de nanoparticules avec de
bonnes propriétés optiques. En effet, pour la solution concentrée 10 fois, la solution se colore
en noir immédiatement apres I’ajout de NaBH4. De plus, les propriétés optiques ne sont pas
améliorées et une tres faible luminescence est observée apreés 30 secondes et 180 secondes de
chauffage. En revanche, la solution 5 fois plus concentrée se comporte de manicre habituelle.
Apres 1h30 a température ambiante, une coloration verte est observée, qui correspond
probablement a la formation de clusters de CdTe. La Figure IV.65 montre 1’évolution des
spectres d’émission pour deux différents temps de chauffage (30 sec et 60 sec). Nous pouvons
remarquer que la cinétique de la réaction est plus rapide pour une solution 5 fois concentrée.
En effet, apres 30 secondes et 60 secondes de chauffage, des nanoparticules qui émettent a
620 nm et 640 nm respectivement sont obtenues, contrairement a la solution diluée (90
secondes pour 623 nm et 180 secondes pour 638 nm). Les rendements quantiques quant a eux
n’ont pas ét¢ influencés par le changement de la concentration et restent donc stables (® = 35
% a 620 nm et 33 % a 640 nm).

La suite du travail consiste a utiliser les réacteurs de 30 mL, ce qui permet d’augmenter le
volume du mélange a 20 ml. Aucune influence n’a été observée sur les rendements quantique
(® =36 % a 598 nm). Cependant, la cinétique de la réaction a significativement diminuée. Par
exemple, on passe de 30 seconde (réacteur de 10 ml) a 20 minutes (réacteur de 30 ml) pour
préparer des nanoparticules émettant autour de 595 nm. Cela est 1ié a la cinétique de

chauffage, car il est plus facile de chauffer 2 mL que de chauffer 20 mL.
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Figure IV.65 : Evolution du spectre d'émission (a partir d'une solution 5 fois plus concentrée)
pour deux temps de chauffage, orange (620 nm, ® = 35 %) ; rouge (640 nm, ® =33 %), Aex =
430 nm

3.4. Influence de la température de chauffage

La température du chauffage joue un role trés important sur la croissance des
nanoparticules ainsi que sur leurs propriétés optiques. Généralement, les nanoparticules
préparées en phase aqueuse avec la méthode classique, a reflux présentent de mauvaises
propriétés optiques et de trés grandes distances a mi-hauteur. Ceci est du a la concentration
¢levée des défauts de surface résultant de la croissance lente des nanoparticules a basse
température.”>*>**!° En revanche, il a ét¢ démontré que la température de chauffage présente
une grande influence sur la cinétique d’attachement et de détachement du ligand a la surface
des nanocristaux.'”? En effet, I’augmentation de la température accélére la dissociation des
ligands de surface et la croissance des nanoparticules. Cependant, une température trop élevée
cause également le détachement des ligands de la surface des nanoparticules et promeut la
formation de complexes libres, causant ainsi la formation d’un grand nombre de défauts de
surface, a 'origine de mauvaises propriétés optiques. Une température optimum permet
d’atteindre un équilibre entre le taux d’attachement et le détachement des complexes. Cette
température s’appelle « Zero growth », c’est un élément primordial pour obtenir une surface
parfaitement passivée et des nanoparticules a haute luminescence avec de bonnes propriétés

optiques.*®
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Une ¢étude de I’évolution des propriétés optiques en fonction de la température de
chauffage a été réalisée. La procédure consiste a chauffer le mélange final a quatre
températures différentes (100°C, 120 °C, 130 °C et 150 °C) et a suivre I’évolution du spectre
d’émission et du rendement quantique en fonction du temps et en fonction de la température
de chauffage. La température optimum dans nos études est de 120 °C (Figure 1V.66), pour la
quelle des nanoparticules émettant a 595 nm avec un rendement de 45 % a 595 nm ont été
obtenues apres 20 secondes. L’équilibre a ét€¢ rompu quand la température a été augmentée (a

partir de 130 °C), ce qui a conduit a la diminution du rendement quantique.
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Figure IV.66 : Rendements quantiques des nanoparticules de CdTexSy au cours de leur
croissance a différentes températures : 150 °C (violet), 130 °C (rouge), 120 °C (orange) et 100
°C (bleu), (Solution concentrée 5 fois, réacteur de 2 mL)

A la suite de cette étude, les paramétres de préparation des nanoparticules ont été fixés
comme suit
- Une concentration Ccq = 0,014 M, c’est a dire 5 fois plus concentré que la syntheése de
base.
- Un volume de 20 ml.
- Une température de chauffage de 120 °C.

Cette synthese a grande échelle est décrite au paragraphe suivant.
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3.5. Synthése a grande échelle et caractérisations des nanoparticules par voie micro-

ondes

Le protocole opératoire fixé lors de la partie précédente a été appliqué pour synthétisé des
nanoparticules de CdTexSy a grande échelle.

La Figure IV.67 montre les spectres d’absorption et d’émission des nanoparticules
préparées par voie micro-ondes aprés 20 minutes (QDsg7) et 30 minutes (QDgo2) de
croissance. La synthése est reproductible et donne des rendements quantiques similaires (47
% et 44% pour QDsg7 et QDgp2, respectivement). Cependant, la quantité obtenue cette fois-ci
est de 'ordre de 100 mg ce qui nous permet de bien caractériser ces nanoparticules. De
maniere similaire a ce qui avait été observé au cours de la synthése classique, nous notons
I’apparition de nouvelles bandes d’absorption centrées a 389 nm pour QDsg7 et 395 nm pour
QDgo2, et qui correspond a la formation de CdS suite a la décomposition du glutathion, des
ions sulfures s’incorporent dans le cceur des nanoparticules pour former un alliage de
CdTexSy (cf. Chapitre II). D’autre part, une légere chute de la luminescence est constatée

pour le deuxieme échantillon, liée a la mauvaise protection de la surface par le ligand.
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Figure IV.67 : Spectres d'absorption (trait discontinu) et spectres d'émission (trait continu)
des QDsgy (orange) et QDgp2 (rouge). Aex =430 nm

Le diametre des nanoparticules est de 3,2 nm et 3,3 nm pour QDsg; et QDgoa,
respectivement. Il a été calculé partir de 1’équation qui relie la longueur d’onde d’absorption

et le diamétre des nanoparticules (Equation II.3).
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Une caractérisation chimique a été réalisée pour déterminer la composition chimique des
différents éléments présents dans les nanoparticules. La teneur en Cd, Te et S a été déterminée
par ICP-AES (Tableau 1V.12) et la teneur en glutathion est déterminée par analyse C, H, N
(Tableau I'V.13) selon la méthode décrite au chapitre .

Cd (mmol/g) Stet (mmol/g) Te (mmol/g) (Stot +Te)/Cd
QDsg; 2,80+0,2 2,40+0,2 0,42 £0,03 1,00
QDeo2 3,30£0,2 2,60+ 0,1 0,54 £ 0,01 0,95
Tableau IV.12 : Résultats des analyses ICP-AES pour QDsg7 et QDgo2

C % N% H%
QDss; 4,91 15,71 2,93
QDso2 2,78 12,03 3,03

Tableau IV.13 : Résultats des analyses élémentaires C, H et N pour QDsg7 et QDgo2

Le modele proposé pour le calcul du poids moléculaire a été mis a profit pour déterminer
les formules chimiques des nanoparticules. Les résultats obtenus sont résumés dans le
Tableau IV.14. Le nombre de glutathion lié a la surface des nanoparticules diminue, cette
diminution est accompagnée par une chute des propriétés optiques.

La Figure 1V.68 illustre le nombre de molécules de glutathion théorique estimé pour une
monocouche de ligand a la surface des nanoparticules et le nombre de glutathion calculé ainsi
que leur rendement quantique. De maniere similaire, ce qui a été présenté dans le chapitre II,
les échantillons QDsg7 et QDgp2 présentent un nombre de glutathion suffisant pour assurer une

couverture totale de la surface d’ou le rendement quantique €levé.
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QDsg7 QD02
Drh(nm) 3,2 3,34
Vin(nm” 17,4 19,5
M coeur (g/mol) 53125 59184
Ncsu 150 76
Mot 104725 85328
Formule molaire Cd366Tes3S162(GSH)50 CdigoTessS230(GSH) 76

Tableau V.14 : Poids moléculaire du cceur, le nombre du glutathion et la formule chimique
des nanoparticules QDsg7 et QDgo2 a partir du modele proposé

250 - - 50
*

* - 45
200 - - 40 ~
X
- 355
=
150 A + - 30
T g
< B =
& 25 E
“100 1 L 20 S
£
D
+ - 152
&

50 - - 10

- 5

0 1 1 T 1 0

2,5 2,7 2,9 3,1 33 3,5

O (nm)
Figure IV.68 : Nombre de molécules de glutathion estimé pour une monocouche de ligand a
la surface des nanoparticules (trait bleu), nombre de glutathion calculé (+) et rendements
quantiques de luminescence () (QDsg7 (vert), et QDgpz (rouge))

4. Conclusion

A ce stade du travail, nous avons souhaité améliorer les propriétés optiques des
nanoparticules. Dans un premier temps, nous avons essayé¢ de passiver la surface avec une
coquille de ZnS. Malheureusement, aprés plusieurs tentatives les nanoparticules obtenues ne
présentent pas les propriétés optiques désirées et les rendements quantiques sont similaires ou

plus faibles que ceux obtenus durant la syntheése classique. Cela est probablement dii a un
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mauvais contréle de 1’épaisseur de la couche de ZnS et a I’apparition de nouveaux défauts de
surface.

La synthese aux micro-ondes se présente comme une autre alternative pour améliorer les
propriétés optiques des nanocristaux luminescents. Des nanoparticules de CdTexSy avec de
trés bonnes propriétés optiques ont ¢été obtenues. Les résultats démontrent que les
nanoparticules obtenues posseédent de trés bons rendements quantiques (47 % a 587 nm) sans
traitement et sans coquille protectrice supplémentaire. A titre de comparaison, un rendement
quantique de 29 % a été obtenu par la synthése classique, en revanche a la méme longueur
d’onde le rendement quantique obtenu par synthése micro-ondes est de 44 %. De plus, la
syntheése aux micro-ondes est tres rapide et elle nous permet d’obtenir des nanoparticules
émettant jusqu’a 610 nm en quelques minutes. Leurs formules chimiques ont été¢ déterminées
grace au modele proposé pour le calcul du poids moléculaire et dans les deux cas, le nombre
de ligands de surface est proche de la valeur optimale pour une monocouche, compte tenu de

I’erreur lide aux différentes approximations.
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CHAPITRE V. Déplacement des propriétés optiques vers le proche infrarouge

1. Généralités

Comme nous l'avons vu dans I’introduction, la fenétre spectrale du proche-infrarouge
(700-920 nm) est particulierement intéressante pour I’imagerie de tissus et de milieux
biologiques, puisque leur absorption et leur fluorescence ainsi que celle de 1’eau sont tres
faibles dans cette zone.! Cependant, pour les longueurs d’onde supérieures & 750 nm,
’utilisation des fluorophores organiques est limitée par leurs faibles rendements quantiques,
qui est de 20% au maximum dans les solvants organiques,” 4 % dans 1’eau dans une région

spectrale entre 750 et 950 nm’

et souvent inferieur a 0,2 % pour des longueurs d’ondes
d’émission supérieures & 1000 nm.* De plus, les fluorophores organiques présentent une
mauvaise stabilit¢ photochimique. Les nanoparticules émettant dans le proche infrarouge
(NIR), sont donc une excellente alternative pour les applications dans le domaine
biologique.”®” Leurs rendements quantiques de fluorescence peuvent atteindre 55 % a 1145
nm pour des nanoparticules de CdHgTe,” 20 % a 800 nm pour des nanoparticules de
CulnSe/ZnS ou encore 17 % a 700 nm pour des nanoparticules de CdTeSe.®

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons a la synthése en solution aqueuse de
nanoparticules semi-conductrices émettant dans le proche infrarouge. Dans un premier temps,

la synthese de nanoparticules de CdTeHg a été envisagée. Nous nous sommes ensuite orientés

vers des nanoparticules de CdTeSeS, plus stables.

2. Synthese de nanoparticules de CdTexHgy

Les nanoparticules semi-conductrices de CdxHg;.x Te possedent une variation de la bande
interdite de +1,6 eV a -0,3 eV en fonction de la teneur en mercure (X, X varie de 0 a 1),
rendant ces nanoparticules trés attractives pour la bioimagerie.”'® En 2002, le groupe de

11

Rogach a décrit la premicere syntheése de nanocristaux de CdHgTe. Du fait de leurs

propriétés optiques dans le proche infrarouge plusieurs groupes ont participé a 1'amélioration

6213 14IS16.I7.18.19 Ty pférents groupes ont étudié I'influence de la variation du

de ces propriété.
rapport Cd et Hg sur les propriétés optiques des nanoparticules.”'*'*!"? A I’issue de ces études
des nanoparticules de CdTeHg avec de bonnes propriétés optiques dans le proche infrarouge
ont été obtenues (rendement quantique de 60 % a 840 nm ' et de 50 % a 1125 nm ).

La syntheése des nanoparticules de CdHgxTey a été effectuée en s’inspirant du protocole
décrit pas ’équipe de Rogach ' avec quelques modifications. Les nanoparticules ont été
synthétisées par I’échange d'ions Cd*" présents dans des nanoparticules de CdTexSy par le

Hg”". Cet échange a été réalisé dans I’eau a température ambiante. Nous avons utilisé des

nanoparticules de CdTexSy (QDeg1s, Aem = 630 nm, @ = 30 %) comme matériaux de départ. La
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synthese consiste a solubiliser les QDg1s dans I’eau ultra-pure et a rajouter le chlorure de
mercure (HgCl,) et le glutathion (GSH). Le pH est ensuite ajusté a 10 avec NaOH. La Figure
V.69 montre 1’évolution de spectres d’émission des nanoparticules avant et apres la procédure
d’échange avec le mercure. L’échange entre les ions Cd*™ et Hg”" est clairement observé et le
spectre d’émission se déplace vers les plus basses énergies donc vers les plus grandes
longueurs d’onde. En effet, le pic correspondant au maximum d’émission se déplace de la
région du visible (624 nm) vers le proche infrarouge (880 nm), aprés 10 h de réaction a
température ambiante. Il est bien connu que la largeur de la bande interdite des nanoparticules
diminue progressivement avec la diminution de la teneur en Cd*", et donc le décalage du
maximum d’émission vers les bases énergie est attribué a 1’échange d’ion entre le Cd*" et
Hg”".” La mauvaise solubilité¢ de HgTe dans 1’eau, qui est 20 fois plus faible que celle du
CdTe,” favorise la substitution des ions Cd* " par les ions Hg’". La procédure d’échange
s’effectue premiérement avec les ions Cd*" de la surface. Ensuite, les ions Hg*" s’incorpore
dans le cceur des nanoparticules pour former une solution solide de CdTeHgS."" Une fois la
longueur d’onde d’émission désirée atteinte, les nanoparticules (QDs75) sont précipitées a
I’aide d’isopropanol, isolées par centrifugation et lavées 5 fois a I’isopropanol afin d’éliminer

le Hg* n’ayant pas réagit.
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Figure V.69 : Evolution des spectres d’émission des nanoparticules de CdTe avant (noir) et
aprés ajout de Hg®" 4 température ambiante : 1 h (bleu), 2 h (vert), 4 h (orange), 6 h (rouge) et
10 h (gris), Aex = 430 nm.

Les nanoparticules obtenues apres 10 h de réaction possédent un bon rendement quantique

de 40 % (Aem = 875 nm) ce qui correspond bien aux résultats trouvés dans la littérature, a
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savoir des rendements quantiques de 45 % a 950 nm* et de 38 % a 930 nm.” Cependant,
contrairement aux nanoparticules de CdTeHg stabilisées par le MPA (acide
mercaptopropionique),’ les nanoparticules de CdTeHg stabilisées par le L-glutathion (QDg7s)
présentent une trés mauvaise stabilité dans 1’eau. La Figure V.70 montre I’évolution de
spectres d’émission de QDg7s dans 1’eau apres 1h et 8h. Un décalage du maximum d’émission
vers les basses énergie est observe, cela est peut étre attribuable a 1’incorporation continue de
Hg”" dans le coeur des nanoparticules, formant ainsi un cceur de HgTe qui posséde une
mauvaise solubilité dans I’eau’ d’ou la déformation et 1’¢largissement du spectre d’émission a

1039 nm.
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Figure V.70 :Spectres d’émission (Aex = 430 nm) des nanoparticules QDsg7s dans 1’eau
enregistrés immédiatement (gris) apres 1h (rouge) et 8h (bleu).

Ces problemes de stabilité nous ont incité a nous orienté¢ vers une nouvelle famille de

nanoparticules.

3. Synthese et caractérisations de nanoparticules de CdTexSeyS;z

Les nanoparticules de CdTexSey ont été initialement développées par Nie et son équipe
afin d’atteindre des longueurs d’onde d’émission supérieures, jusqu’a 850 nm, avec un
rendement quantique de 60 % dans le chloroforme.”® Cependant les nanoparticules ont été
préparés dans des solvants organiques a haute température en utilisant des précurseurs chers

21,22

et toxiques comme par exemple le tri-n-octylphosphine (TOPO). De plus, une seconde
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¢tape de transfert de la phase organique vers la phase aqueuse est nécessaire pour pouvoir les
utilisées dans des application biologiques. Cette étape est souvent suivie par une grande chute
des propriétés de luminescence. Des travaux ont ensuite montré la possibilité d’effectuer la
synthése en phase aqueuse de nanoparticules de CdSeTe.** A notre connaissance le meilleur
rendement quantique enregistré est de 50 % a 610 nm avec des nanoparticules de CdTeSe
stabilisées par ’acide mercaptosuccinique.®

Dans cette partie, nous décrivons une synthese facile de nanoparticules de CdTexSeySz en
phase aqueuse par irradiation micro-onde, en utilisant des précurseurs moins chers et surtout
moins toxiques comme le chlorure de cadmium (CdClL. 2,5H,0), le sélénate de sodium
(NazSeOy) et le tellurate de sodium (Na,TeO;). Dans un premier temps, des clusters de
CdTexSey(GSH) sont obtenus par la réduction de Se et Te par NaBH, en présence de L-
glutathion comme stabilisant (Equation V.20, Equation V.21, Equation V.22). Ces réactions
sont accompagnées par un changement de la couleur de la solution, qui passe de marron a vert

clair.

BH, + SeO4” + 7 H,0 > Se?+ B(OH); + OH
Equation V.20

BH, + TeOs” + H,0 > Te+ B(OH) 3 + OH + H,
Equation V.21

Cd*" + X Te* + Y Se” + GSH > CdTexSey(GSH)
Equation V.22

Ensuite, des aliquots de 20 ml cette solution sont prélevés, et chauffés a 120 °C sous
irradiation micro-ondes pendant différents temps de chauffage.

La premiere synthése a une steechiométrie de Cd/Te/Se/GSH égale a 8/7/1/10. La Figure
V.71 montre 1’évolution des spectres d’émission pour 4 différents temps de chauffage (1
minutes, 10 minutes, 15 minutes, et 17 minutes). Un décalage du maximum d’émission vers
les basses énergies est observé confirmant la croissance des nanoparticules. Le maximum de
décalage de la longueur d’onde d’émission est de 680 nm, ce qui est plus grand que celui
obtenu avec les nanoparticules de CdTexSy (650 nm, chapitre II). De plus, de bons
rendements quantiques sont obtenus a savoir des valeurs de 40 %, 30 %, 20 % et 13 % a 620

nm, 670 nm, 680 nm et 685 nm respectivement. Toutes ces propriétés optiques,
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particulierement le maximum de décalage de la longueur d’onde et les bons rendements
quantiques correspondant rendent ces nanoparticules tres intéressantes. Une optimisation de la
syntheése a donc été envisagée afin d’améliorer les propriétés optiques de ces nanocristaux.

Deux parametres ont été optimisés : la concentration du ligand et le rapport molaire Se/Te.
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Figure V.71 : Spectres d’émission obtenus apres 1 minutes (bleu), 10 minutes (orange), 15
minutes (vert) et 17 minutes (rouge) sous irradiation micro-onde.

3.1 Influence de la concentration du ligand

Dans un premier temps, nous avons étudi¢ I’influence de la concentration de L-glutathion
sur les propriétés optiques des nanoparticules luminescentes. La steechiométrie de Cd/Te/Se
est fixée a 8/7/1 et le nombre d’équivalent de L-glutathion varie de 4 a 10 équivalents. 4
steechiométries ont été testées : 4 équivalents de GSH, 6 équivalents, 8 équivalents et 10
équivalents. La Figure V.72 représente les valeurs des maxima d’émission obtenus ainsi que
les rendements quantiques correspondant, en fonction du temps de chauffage. Dans chacun
des cas, la croissance des nanoparticules se manifeste par le décalage de la longueur d’onde
d’émission observée au cours du chauffage. Cependant, la cinétique de la réaction diminue
avec ’augmentation du nombre d’équivalent de L-glutathion. Par exemple, une longueur
d’onde d’émission de 650 nm peut étre atteinte en moins de 10 minutes de chauffage en
présence de 4 équivalents de GSH, alors qu’il faut 45 minutes pour 10 équivalents. Cela est
probablement 1ié a la formation d’un complexe tres stable de CdTexSey(GSH) en présence

d’un exces de L-glutathion, ce qui rend difficile la croissance. Les meilleurs résultats sont
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obtenus avec 4 équivalents de L-glutathion, a savoir un rendement quantique maximal de 40
% a 621 nm et un décalage maximal a 688 nm avec un rendement de 13 %. Cette

steechiométrie en L-glutathion a donc été conservée pour la suite du travail.
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Figure V.72 : Longueurs d’onde d’émission (traits continus) et rendements quantiques
correspondants (traits discontinus) pour 4 steechiométrie en L-glutathion (4 équiv. (vert), 6
équiv. (violet), 8 équiv. (bleu), 10 équiv. (rouge)), avec un ratio molaire fixe de Cd/Te/Se =
8/7/1 (hexe =430 nm).

3.2 Influence du ratio molaire Se/Te
Il a ét¢ démontré que les nanoparticules se forment d’une maniere homogene avec

24 7o :
824 La nucléation et la croissance durant la

n’importe qu’elle composition de Cd, Te, et Se.
synthese sont séparées en deux étapes : la nucléation a température ambiante et la croissance a
haute température. Quand la température augmente |’effet du mirissement d’Ostwald
apparaitra (cf. Chapitre II), cela peut étre un avantage pour former des nanoparticules
homogenes. La variation du ratio de Te et de Se dans la synthése des nanoparticules de
CdTexSey(GSH) peut faire varier la longueur d’onde d’émission dans une région spectrale de
550 nm a 690 nm comparé avec une fenétre spectrale de 560 a 610 nm pour CdSe pur ou de
550 a 650 pour le CdTe pur. La diminution de la bande interdite résulte de I’augmentation du
confinement quantique suite a la croissance du cceur mais aussi de la variation de la

composition des nanoparticules.”” De maniére générale, la bande interdite d’un alliage peut

étre approximée par la loi de Vegard, comme une fonction linaire des bandes interdites des
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semiconducteurs qui le composent (Equation V.4).2*** Cette loi a pu prédire avec succés la
structure et la fonction de plusieurs alliages. Par exemple le spectre d’absorption des
nanoparticules AgxAu(.x) suit une variation linaire en fonction la composition de
I’alliage.”'*

Eantiage = X X Eq + (1 — X) X Ep

Equation V.23

Ou
- Xest la fraction molaire

- Ea, Ep et Eaiiage sont les énergies de la bande interdite de A pur, de B pur et de

l’alliage AxB(l -X)

Cependant, cette relation linéaire ne s’applique pas sur toutes les classes de nanoalliages
semi-conducteurs. En particulier, pour les nanoalliages de CdTeSe, ou une étude a montré
I’existence d’une relation non-linaire provoquée par un effet qui s’appelle « Optical
Bowing ».>"* Cet effet est utilisé pour décrire la variation de la largeur de la bande interdite
d'un alliage semi-conducteur. Il est connu pour étre li€¢ a la structure électronique et la
déformation du réseau dans les alliages semi-conducteurs. Cependant, cette effet non linaire
n’est pas causé que par le confinement quantique, mais la taille peut étre également un facteur
contribuant.*

Afin d’étudier I’influence du ratio Se/Te sur les propriétés optiques des nanoparticules de
CdTexSey, nous avons préparé des nanoparticules en phase aqueuse par irradiation micro-
ondes en variant le ratio Se/Te (1/6, 1/1, 6/1, 7/1, 8/1) en fixant la stochimoétrie de GSH a 4
¢quivalents. Les valeurs maximales des pics d’émission ainsi que les rendements quantiques
correspondants sont représentés sur la Figure V.73. Comme attendu, un décalage du pic
d’émission est observé au cours du chauffage, qui correspond a la diminution de la bande
interdite suite a la croissance des nanoparticules. L’augmentation du ratio molaire Se/Te est
accompagnée d’une diminution de la bande associée a I’incorporation de Se. Les meilleures
propriétés optiques sont obtenues avec un ratio molaire de Se/Te = 6/1, a savoir un rendement
quantique de 50 % a 640 nm et un maximum de décalage de la longueur d’onde d’émission de

686 nm avec un rendement de 17 %.
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Figure V.73 : Longueurs d’onde d’émission (traits continus) et rendements quantiques
correspondants (traits discontinus) pour 5 rapports Se/Te différents (1/6 (gris), 1/1 (violet),
6/1 (rouge), 7/1 (vert), 8/1 (bleu)) (hex =430 nm, 4 équivalents de GSH).

A la suite de cette étude, les paramétres de préparation des nanoparticules ont été fixés
comme suit :

- Une steechiométrie de Cd/Se/Te/GSH = 8/6/1/4.

- Une température de chauffage de 120 °C.

Pour vérifier la reproductibilité de la synthese, plusieurs essais ont été effectués. La Figure
V.74 montre les spectres d’absorption et d’émission pour 3 différents temps de chauffage.
Apres 15 minutes de chauffage, des nanoparticules émettant a 638 nm avec un rendement
quantique de 52 % sont obtenues et un rendement quantique de 40 % a 648 nm est enregistré
apres 17 minutes de chauffage, ce qui correspond bien aux résultats obtenus lors de 1’étape
d’optimisation. Cependant, apres 11 minutes de chauffage un rendement quantique plus élevé
(60 % a 620 nm) est obtenu. Il faut noter aussi I’apparition d’une bande d’absorption a 385
nm, liée a la formation de CdS a la surface des nanoparticules suite a la décomposition de

glutathion au cours de la réaction (cf. Chapitre I).
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Figure V.74: Evolution de spectres d’absorption (traits discontinus) et de spectres d’émission
(traits continus, Aex = 430 nm) des nanoparticules de CdTexSeySz(0.01 M TRIS-HCI, pH 7.4)
pour 3 différents temps de réaction a 120 °C (11 min pour QDg23; bleu, 15 min pour QDgz3s;
vert et 17 min pour QDg4s; rouge)

La mesure de diffraction des rayons X sur une poudre de QDgy3 (Figure V.75) confirme
que les nanoparticules possedent une structure cristalline de type Zinc blende, ce qui est aussi
caractéristique des nanoparticules de CdTexSy synthétisées précédemment (ctf. Chapitre I). La
position du pic de QDg23 se trouve entre une position du pic caractéristique de CdSe pur et de
CdS pur et confirme la présence de CdS a la surface des nanoparticules. Cela confirme encore

une fois la décomposition de glutathion pour générer les ions sulfures.
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Figure V.75 : Diagramme de diffraction des rayons X de QDg23

4. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons montré une synthese facile de nanoparticules émettant dans le
proche infrarouge avec de bonnes propriétés optiques. Des nanoparticules de CdTeHg
stabilisées par le L-glutathion ont été synthétisées en phase aqueuse a température ambiante.
Elles présentent des propriétés optiques intéressantes, a savoir un rendement quantique de 40
% a 800 nm. Cependant, comme la préparation s’effectue a température ambiante, la
croissance de ces nanoparticules continue méme apres les avoir isolées causant le décalage du
spectre d’émission et la chute du rendement quantique. Les nanoparticules de CdTexSeySz se
présentent comme une alternative stable. Aprés une optimisation de la synthese, en jouant sur
le nombre d’équivalent du ligand (L-glutathion) a la surface et sur le rapport molaire Se/Te,
nous avons pu préparer en phase aqueuse des nanoparticules émettant a 620 nm avec un
rendement maximal de 60 %. A notre connaissance, la littérature montre peu de préparation
de ce type de nanoparticules en phases aqueuse, et le rendement quantique maximum

enregistré et de 50 % a 610 nm.®
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Comme nous 1’avons vu dans le premier chapitre, les nanocristaux semi-conducteurs
luminescents font partie des nanomatériaux les plus intéressants pour des applications dans de
vastes domaines, en particulier celui de la biologie. Ils sont généralement recouverts d’une
couche de ligands qui assure leur stabilité, leur solubilité et permet également la
fonctionnalisation avec d’autres molécules. La fonctionnalisation des nanoparticules par des
biomolécules est tres importante pour développer des systemes d'analyse, des sondes
biologiques et des biosenseurs. Des enzymes’® des anticorps’ et des oligonucléotides'® ont été
couplés avec succes a la surface de nanoparticules.

Dans notre travail, nous montrons trois méthodes de fonctionnalisation :

1- La fonctionnalisation directe via un couplage peptidique.

2- La fonctionnalisation directe par un lien thioether entre une fonction maleimide et une

fonction thiol d’un résidu cystéine.

3- Le couplage indirect par une interaction streptavidine/biotine.

La confirmation de la fonctionnalisation des nanoparticules est trés importante dans notre
¢tude. Les nanoparticules fonctionnalisées sont caractérisées par I’augmentation de leur taille,
volume et poids, dus a I’attachement de la biomolécule lors de la fonctionnalisation. Cette
augmentation rend possible 1’utilisation de différentes techniques de caractérisation. Plusieurs
méthodes de séparation ont été¢ décrites, mais la séparation par gel d'électrophorese est la

méthode la plus utilisée."**

1. Principe de la Migration sur gel d’agarose et mise au point des conditions

L’¢lectrophorese sur gel d’agarose est une méthode de séparation utilisée a la base pour
séparer les biomolécules en fonction de leur taille et de leur charge électrique.”® Elle se fait
par migration de particules chargées sous I’influence d’un champ électrique. Dans cette partie,
une petite étude a ¢été réalisée pour déterminer les conditions optimales pour avoir une bonne
séparation.

Dans un premier temps, pour la préparation du gel nous avons utilisé un tampon standard
en suivant des protocoles décrits dans la littérature, a savoir un tampon TAE
(Tris/Acétate/EDTA)."** Cependant, les nanoparticules présentent une forte diminution voir
une disparition de la luminescence apres seulement 10 minutes lorsqu’elles sont solubilisées
dans un tampon TEA (Figure V1.76). Le méme phénomene a été observé pour le TBE
(Tris/Borate/EDTA). Contrairement aux deux tampons TEA et TBE, le tampon HEPES se
présente comme le tampon idéal pour conserver la luminescence initiale des nanoparticules.

En effet, les nanoparticules conservent leur luminescence dans le tampon HEPES et il n'y a
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quasiment pas de différence au niveau de l'intensité de luminescence entre 1’eau et le tampon

HEPES.

QDs40QDgo

ITAE I
—_—

Figure VI.76 : Gel d'¢lectrophorese des nanoparticules QDsg9 et QDgoo (Agarose 1% (m/v),
0.25% bleu de bromphenol et 30% glycerol, Tampon: 0.5 x TBE, Voltage: 100 V, Temps : 10
minutes)
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Figure VI.77 : A) Spectre d’émission de QDs49 solubilisé dans I’eau (rouge) et dans un
tampon HEPES (noir). B) Gel électrophorese des nanoparticules QDs49 et QDggo (Agarose 1%
(m/v), 0.25% bleu de bromphenol et 30% glycerol, Tampon: HEPES 25 mM, Voltage: 100 V,

Temps : 30 minutes).

Intensité d’émission (u. a.)

Nous avons également étudié 1’influence de la concentration en agarose sur la migration
des nanoparticules. Pour cela nous avons effectué une autre migration sur un gel d’agarose a
0,5 (m/v) % en conservant les autres parametres. La Figure VI.78 montre les résultats obtenus
apres 30 minutes de migration. Il n’existe pratiquement pas de différence entre une migration
sur un gel d’agarose a 1 % et a 0,5 %.Cependant, nous remarquons un petit élargissement au

niveau des puits de nanoparticules apres migration sur un gel d’agarose a 0,5 %.
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, B
QDS40QDMNI

A

Figure VI.78 : Gel d'électrophorese des nanoparticules QDsgoet QDgoo sur Agarose a 0,5 %
(A) ou agarose a 1 % (B) (0.25% bleu de bromphenol et 30% glycerol, Tampon: HEPES 25
mM, Voltage: 100 V, Temps : 30 minutes)

QD540QD600

Apres cette étude concernant le choix du tampon de migration et la concentration du gel
d’agarose, nous avons décidé d’utiliser le tampon HEPES pour la préparation du gel et pour la

migration. La concentration du gel a été fixée a 1% pour la suite du travail.

2. Couplage direct par liaison peptidique

Comme nous l'avons vu dans le chapitre III, la fonctionnalisation du Rouge du Nil a la
surface des nanoparticules a été effectuée par un couplage peptidique classique en activant les
fonctions acide carboxylique du glutathion avec de la N-hydroxysuccinimide (NHS) en
présence de N-(3-diméthylaminopropyl)-N-éthylcarbodiimide (EDC). Le méme protocole
décrit précédemment (cf. chapitre IIl) a été répété pour introduire des biomolécules a la

surface des nanoparticules.

2.1. Fonctionnalisation par des biomolécules

Dans un premier temps, nous avons effectué un couplage avec la BSA (albumine de sérum
bovin) qui est une protéiné extraite du sérum de beeuf. Son poids moléculaire est de 66430 Da
et elle est composée de 583 acides aminés.'' La fonctionnalisation avec la BSA sert comme
un modele pour mettre au point les conditions de couplage (§2.1.1). Un deuxieme couplage a
¢té réalisé entre les nanoparticules (QDgo2, Aem = 602, ® = 47 %) et la streptavidine (§2.1.2)
qui est une protéine tétramétrique de fort poids moléculaire (52 kDa) isolée a partir des
bactéries du genre streptomyce.'” A la surface de chaque unité de la streptavidine se trouvent
24 résidus de type lysines et donc au moins autant d’amines libres potentielles pour permettre

le couplage avec des nanoparticules a travers la formation de liaisons peptidiques. La
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streptavidine a une forte constante d’affinité avec la biotine (K¢= 10> mol™) " ce qui vaut a
ce couple substrat/récepteur d’étre souvent utilisé pour le diagnostic et pour [’étude
d’interactions spécifiques. Avoir des nanoparticules streptavidinylées nous ouvre donc la
porte a la fonctionnalisation avec des composés biotinylés (méthode indirecte). Une deuxiéme
fonctionnalisation avec le PSR 222 qui un anticorps du cancer de la prostate est envisagée,
afin de pouvoir détecter et quantifier I’antigetne TPSA par des expériences de transfert
d’énergie (§2.1.3). En effet, le cancer de la prostate, apparaissant majoritairement chez
I’homme de plus de cinquante ans, est le cancer le plus fréquent de 1’individu masculin. 11 se
manifeste par un taux anormalement ¢élevé de TPSA (Total Prostate Specific Antigen) dans le
sérum d’un patient. La derniére fonctionnalisation directe concerne 1’introduction de

complexe de Cu (II) a la surface des nanoparticules (§2.1.4).

2.1.1. Couplage avec la BSA

Grace a ses amines libres contenues sur les lysines, la BSA peut se lier via une liaison
peptidique a la surface des nanoparticules. Les nanoparticules (QDgo2, Aem = 602, @ = 47 %)
ont été activées avec 1000 équivalents d'EDC et 500 équivalent de NHS dans un tampon
TRIS (0,01 M pH = 7,4). Ce couplage nous sert de modele pour fixer les parametres
expérimentaux de la fonctionnalisation a savoir le solvant, la concentration des réactifs et le
temps de la réaction.

Le choix du solvant joue un réle trés important pour bien réussir la procédure de couplage,
il doit satisfaire une condition importante qui est la solubilité¢ des réactifs. Dans notre cas il
s’agit d’un milieu aqueux puisque les nanoparticules et les biomolécules sont solubles dans
l'eau. De plus, sous certaines conditions de pH, les nanoparticules précipitent et forment des
agrégats, ce qui rend la procédure de couplage difficile. A cet effet, un solvant tamponné a pH
7 a été utilisé pour conserver la répulsion électrostatique entre les charges négatives des
acides carboxyliques des molécules de glutathion (pKal = 3.59, pKa2 = 8.75, pKa3 = 9.65).
Le produit intermédiaire (nanoparticules activées en ester NHS) n’a pas été isolé et a été
utilisé directement pour 1’étape qui suit pour éviter une possible hydrolyse rapide des esters de
type N-hydroxysuccinimide.'*

La Figure VI.79.A illustre les résultats du gel d'électrophorése des nanoparticules libres,
activées et couplées a la BSA. Les nanoparticules couplées migrent moins rapidement que les
nanoparticules activées. Cela est probablement li¢ au poids additionnel de la BSA ajouté a la
surface des nanoparticules. Contrairement a ce qui €t¢ attendu, les nanoparticules libres QD¢

restent immobiles (Figure VI.79.A). Ce phénomene peut s’expliquer par la neutralisation de la
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charge des nanoparticules par le TRIS. Pour confirmer cette hypothese, nous avons effectué
des tests de migration sur gel d’agarose avec un autre lot de nanoparticules (QDgo2) dissoutes
dans le TRIS (0,01 M, pH = 7,4) et dans de 'HEPES (0,02 M, pH 7,6). La Figure VI.79.B
montre les résultats obtenus apres 2h de migration. Les nanoparticules solubilisés dans le
TRIS restent immobiles contrairement aux nanoparticules solubilisées dans I'HEPES. Nous
avons alors décidé de réaliser le couplage dans un autre tampon (HEPES 0,02 M, pH 7.6),
mais les résultats d’électrophorese sur gel montrent que 1’étape de fonctionnalisation n’est pas
complete (Figure VI.80). Cela se traduit pas la présence d’une fraction de nanoparticules

activées n’ayant pas réagi.

Figure VI.79 : A) Gel électrophorese de QDgo2, QDgo2 activées et de QDgo2 couplées a la
BSA dans le TRIS (0,01 M, pH = 7,4). B) QDgo; solubilisées dans le TRIS (0,01 M, pH =7,4)
et dans I'HEPES (0,02 M, pH = 7,6) (Agarose 1%, 0.25% bleu de bromphenol et 30%
glycérol, Tampon: HEPES 25 mM, Voltage: 30 V, Temps : 2 h)
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Figure VI.80 : Gel électrophorese de QDgo2, QDgo2 activées et QDgp2 couplées a la BSA dans
I'HEPES (0,02 M, pH = 7,6)

A la suite de ces résultats le protocole suivi pour le couplage est le suivant. L’ activation
des carboxylates des nanoparticules a été effectuée dans un tampon TRIS (0,01 M, pH = 7,4)
avec 1000 équivalents de EDC et 500 équivalents de NHS pendant 20 minutes. 2 équivalents
de BSA ont ensuite été ajoutés et le mélange a été laissé a réagir pendant 3 heures. Le
mélange final a ét¢ concentré et purifié par ultrafiltration en utilisant de I'HEPES (0,02 M, pH
=7,6). Le seuil en poids moléculaire de la membrane est de 100 kDa. Cette étape nous permet
non seulement d’éliminer les produits de départ n'ayant pas réagi (exces d’agent de couplage
par exemple) mais aussi de changer le tampon TRIS par un tampon HEPES (0,02 M, pH =
7,6). Un test a été effectué sur des nanoparticules dissoutes dans un tampon TRIS. II consiste
a échanger le tampon par plusieurs cycles d’ultrafiltration en utilisant une membrane de 50
kDa et les résultats présentés dans la figure VI.6 montrent que les nanoparticules retrouvent

leur totale mobilité apres 12 cycles de lavage (Figure VI.81).
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Figure VL.81 : Gel d’agarose des QD¢ en fonction du nombre de cycle de lavage (Agarose
1%, 0.25% bleu de bromphenol et 30% glycerol, Tampon: HEPES 25 mM, Voltage: 30 V,
Temps : 2h15)

2.1.2. Couplage avec la streptavidine

La fonctionnalisation a été réalisée en suivant le protocole décrit précédemment et a été
mise en évidence par gel électrophorese (Figure VI.82). Comme attendu, les nanoparticules
non couplées migrent rapidement par rapport aux nanoparticules couplées du fait de la
différence de taille. Il faut noter que les nanoparticules conservent bien leurs luminescences
apres le marquage. La Figure VI.83 montre les spectres d’émission avant et apres le coulage.
le rendement quantique apres le couplage est similaire a celui avant le couplage de (48 %).

Cependant un décalage de quelques nanometres a été observé.
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Figure VIL.82 : Gel d'électrophorese de A) QDgoz2, QDgo2 activées et QDgo2 couplées a la
streptavidine (Sav- QDgo2) (Agarose 1%, 0.25% bleu de bromphénol et 30% glycérol,
Tampon: HEPES 25 mM, Voltage: 30 V, Temps : 1h30)
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Figure VI.83 : Spectre d’émission de QDgo2 avant (bleu) et apres (rouge) le couplage avec la
streptavidine (Aex = 430 nm, HEPES 0,02 M, pH = 7,6)

Les nanoparticules couplées a la streptavidine ont €té testées dans un systéme de transfert
d’énergie avec un complexe de lanthanide biotinylé. Ces travaux ont été réalisés au sein du
laboratoire du Professeur Niko Hildebrandt a I'université de Paris-sud. Les nanoparticules ont
¢té utilisées comme accepteur d’énergie. Le donneur d’énergie est un complexe de terbium.

De tels complexes sont connus pour leurs propriétés optiques trés intéressantes en
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microscopie résolue en temps, du fait temps de vie longs (de 1’ordre de la ms). Ils sont tres
souvent utilisés comme donneur d’énergie dans des systemes de transfert d’énergie de type
Forster."” Nous avons utilisé un complexe de terbium biotinylé synthétisé au laboratoire dans
les travaux de thése du Dr. Katia Nchimi Nono (Figure VI.84).'° La proximité entre le
donneur et ’accepteur est assurée par l'interaction forte entre la biotine et la streptavidine.
Malheureusement, apres plusieurs tentatives, aucune variation au niveau de temps vie ou de

I’intensité d’émission du complexe de terbium n’a pu étre observée.

H
N\/\O/\/O\/\NH

o)
Il 0

/I HN\(
HO 7" N° NN OH Lo
| =N N = |
HO-P— /~P-OH
N N g
0 0
e 0./

s P\' «/P *
HO ‘oH Ho OH

Figure VI.84 : ligand biotinylé utilisé pout la complexation du terbium '®

2.1.3. Couplage avec ’anticorps du cancer de la prostate PSR222

Le couplage a été effectué avec 2 équivalents d’anticorps en suivant le protocole décrit
précédemment. La détermination du taux de couplage a été réalisée en collaboration avec
I’équipe du Pr Niko Hildebrandt par deux méthodes distinctes, la méthode de Bradford '’ et la
spectroscopie UV-Visible.

La méthode de Bradford est une technique basée sur la mesure de I’absorbance d’un
colorant (le bleu de Coomassie, (Figure VI1.85)) dont le maximum d’absorption varie selon sa
forme (libre ou fixée a des protéines). La solution de bleu de Coomassie est caractérisée par
une coloration jaune ou verte lorsque le pH est acide et les sulfonates sont sous leur forme
protonée. Le maximum d’absorption est alors situé¢ entre 465 et 470 nm. La molécule est sous
sa forme déprotonée lorsqu'elle se lie aux protéines et la solution change de coloration et
devient bleue avec un maximum d’absorption a 595 nm. La concentration des protéines est

donc déduite par la mesure de 1’absorbance a cette longueur d’onde.

129



Nanoparticules luminescentes

Figure VIL.85 : Formule développée du bleu de Coomassie

Une courbe de calibration linéaire avec de 1’albumine sérique bovin (BSA) est d'abord

mesurée dans la gamme de concentrations visées (Figure VI.86).
2
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Figure V1.86 : Courbe de calibration obtenue avec la BSA comme standard du test de
Bradford (Absorption 595 nm)

Dans un second temps, la concentration de I’anticorps a été déterminée par la mesure de la
densité optique a 595 nm et elle est de 5,93 uM. Cette concentration a été calculée par une
deuxiéme méthode basée sur la spectroscopie UV-Visible. La Figure VI.87 montre les
spectres d’absorption des nanoparticules libres et des nanoparticules couplées aux anticorps.
Une concentration en anticorps de 4,17 uM a été calculée a 280 nm (epsr2z2= 150000
M '.em™) en appliquant la relation de Beer-Lambert. De la méme maniére, nous avons

calculé la concentration des nanoparticules QDgp2 mais cette fois-ci a 320 nm (ggpeo2= 538897
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M '.cm™), une valeur de 17 pM a été trouvée. Le taux de coupage a été donc déduit a partir
du ratio molaire (PSR222/QDyy2) et les valeurs trouvées sont de 34 % pour la méthode de
Bradford et de 25 % pour 'absorption. La différence entre les deux valeurs est liée aux erreurs
expérimentales, en particulier pour la méthode de Bradford. Il faut noter que les résultats du
gel d'électrophorese indiquent clairement 1’absence de la bande caractéristique des
nanoparticules libres, alors que le taux de couplage indique une moyenne de 25 % (35 % par
Bradford) de couplage seulement. Ce résultat pourrait étre interprété par le couplage d’au

moins trois nanoparticules par anticorps.
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Figure VI.87 : Spectres d'absorption de QDgo2 non couplées (rouge) et QDgp2 couplées aux
PSR 222 (PSR222-QDy,) (bleu)

La Figure VI1.88 illustre les spectres d'émission des nanoparticules non couplées et des
nanoparticules couplées. Nous remarquons un faible décalage de la longueur d’onde de 3 nm,
accompagné par une faible diminution du rendement quantique, ce dernier passant de 47 % a

41 %, de I’ordre de I’erreur expérimentale de mesure.
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Figure VI.88 : Spectres d'émission de QDgo2 non couplées (rouge) et QDgp2 couplées aux
PSR 222 (PSR222-QD602) (bleu)

Les nanoparticules couplées au PSR 222 ont été également testées comme accepteur dans
un systeéme de transfert d’énergie. Cette fois le complexe de terbium Lumi-4 conjuguée a
'anticorps secondaire PSS 233 (anticorps du cancer de la prostate) a été utilis€ comme
donneur, et le rapprochement entre les deux entités se fait par reconnaissance
anticorps/antigéne. L’expérience consiste a mettre le PSR222-QDgp, et PSS233-Lumi4Tb en
présence de TPSA qui conduit & la formation d’un immunocomplexe comme décrit en
introduction (Figure 1.16). La Figure VI.89 montre le recouvrement spectral entre le spectre
d’émission du complexe de terbium et le spectre d’absorption des nanoparticules QDgpa.
L’intégrale de recouvrement est de 3,48 x 10" M'.cm™ .nm® et a été calculée a partir de

1’équation 1.3. En utilisant I’équation 1.4, un rayon de Forster Ry de 58 A a été déterming.
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Figure VI.89 : Spectre d’émission du complexe de lanthanide (vert) et d’absorption de QDgo2
(noir), Aex =445 nm

La Figure VI.90 montre une faible variation du ratio des intensités de luminescence
donneur/accepteur en fonction de la quantité¢ de TPSA ajoutée ce qui confirme le transfert
d’énergiec de Lumid4Tb vers QDgo2. En effet, I’ajout de TPSA est accompagné d'une
augmentation de la luminescence des nanoparticules QDgp2. Cette augmentation est
probablement la conséquence d'un transfert d'énergie de Lumi4Tb vers QDgo2. Cependant,
aucune variation au niveau du temps de vie du complexe de terbium n’a été observée. Ce

faible transfert d’énergie est peut étre dii au faible taux de couplage.
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Figure VI.90 : Evolution du ratio (I4/Ip) en fonction de I’ajout de TPSA
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2.1.4. Couplage avec un chélate bifonctionnel du *Cu (I)

Ces travaux ont pour objectif de développer des agents de contraste bimodaux pour
I’imagerie optique et la tomographie a émission de positons (TEP). Pour cela les
nanoparticules ont été fonctionnalisées avec un chélate bifonctionnel du **Cu (IT) de type
bispidine (Nommé L, Figure VI.91). Le chélate bifonctionnel de type bispidine a été
synthétisé dans notre laboratoire par le Dr. Amandine Roux. Il posséde des propriétés
chimiques trés intéressantes a savoir une constante de complexation trés élevée pour le
%Cu(II), une bonne sélectivité du Cu(Il) par rapport aux Zn(Il), Ni(I) et Co(I) et une

cinétique de complexation trés rapide.

Figure VI.91 : Structure du chélate bifonctionnel du **Cu de type bispidine (L°)

Une fonction de couplage a été introduite afin de greffer le chélate bifonctionnel L° 4 la
surface des nanoparticules. Une fonction amine a été introduite pour donner le ligand L'
(Figure VI.92). Cette fonction permet de réaliser un couplage peptidique en activant les

fonctions carboxylates des nanoparticules en ester NHS (Figure I11.10).
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Figure VI.92 : Structure de ligand L"
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Le couplage de L' avec les nanoparticules QDgyz a été réalisé en activant les fonctions
carboxylates des nanoparticules avec 100 équivalents de EDC et 60 équivalents de NHS dans
un tampon TRIS/HCI (0,01 M, pH = 7,4) pendant 20 minutes a température ambiante (Figure
VIL.93). 15 équivalents de L' ont ensuite été ajoutés et le mélange est laissé & réagir a
température ambiante pendant 3h. La purification de 1’échantillon a été effectuée par
ultrafiltration avec un tampon HEPES (0,02 M, pH = 7,6) en utilisant des membranes de 50

kDa afin d’éliminer les agents de couplage ainsi que le ligand n’ayant pas réagi.
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Figure V1.93 : Procédure de couplage du ligand L' avec les nanoparticules QDgn

Le couplage a ¢été mis en évidence par gel d'électrophorese (Figure VI.94). Les
nanoparticules couplées a L'* migrent moins que les nanoparticules non couplées ainsi que les
nanoparticules activées. Cela est du au changement de 1’état de charge de la surface ainsi que
la taille des nanoparticules apres la fonctionnalisation. Les propriétés optiques sont également
mesurées apres la fonctionnalisation. La Figure VI.95 montre le spectre d’émission des
nanoparticules QDgo2, les nanoparticules activées et les nanoparticules couplées au ligand L".
Nous remarquons que la fonctionnalisation des nanoparticules par le ligand L' est
accompagnée d'une légere diminution de I’intensité d’émission. Le rendement quantique
passe de 47 % a 42 %. Encore une fois, cette variation est de I’ordre de I’erreur expérimentale
et n’est pas significative. Nous pouvons conclure que nous pouvons introduire un ligand du

Cu(II) sans modifier les propriétés optiques des nanoparticules.
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Figure VI1.94 : Gel d'électrophorese de QDgoz2, QDgo2 activées et QDgp2 couplées au LB (L”’-
QDgo2) (Agarose 1%, 0.25% bleu de bromphénol et 30% glycérol, Tampon: HEPES 25 mM,
Voltage: 30 V, Temps : 1h15)
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Figure VI.95 : Spectres d’émission normalisés (d.o.430 = constante) de QDgoz (vert), QDgoz
activées (rouge) et QDgoz couplées a L' (bleu) ( Aex =430 nm, HEPES 0,02 M, pH = 7,6)

3. Couplage directe par un lien thioether
Le but de cette partie est d’obtenir des nanoparticules qui possédent une fonction
maléimide a la surface. Cela permet un couplage thio-ether avec les résidus cysteine des

biomolécules, sans ajout d’agent de couplage ni purification. Pour cela un dérivé de DHLA
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(Acide dihydrolipoique) possédant une fonction amine (nommé NH,-DHLA, Figure VI.96) a
¢té choisi. Grace a sa fonction amine facilement accessible, ce ligand offre la possibilité d'étre
couplé avec un dérivé de maléimide (nommé NHS-Mal, Figure VI.96) via un couplage
peptidique. La fonction dithiol assure également un trés bon accrochage a la surface des

nanoparticules de facon plus stable qu un monothiol.'®

0 o 4 Q
SH SH H © }
o) 0]
NH,-DHLA NHS-Mal

Figure VI1.96 : Formules développées du dérivé de 1'acide dihydrolipoique (NH,-DHLA) et
du dérivé NHS de maléimide (NHS-Mal)

3.1.1. Synthése de NH,-DHLA et NHS-Mal

La synthése du NH,-DHLA a été développée au sein du laboratoire. Cette syntheése est
réalisée en trois étapes a partir d’un précurseur commercial ; 1’acide lipoique (Figure V1.97).
Le groupe amine du composé 9 (obtenu par une réaction de monoprotection du
bisaminotrié¢thyléneglycol par un groupement terbutylcarbonate), réagit avec [’acide
carboxylique de I’acide lipoique (LA) pour former un amide en présence de DCC et de NHS
pour donner le composé 10. L’action du 1’acide trifluoroacétique (TFA) a température
ambiante sur le compos¢ 10 permet de déprotéger I’amine avec un rendement de 80 %. La
derniére étape consiste a réduire le pont disulfure en présence de NaBH, dans NaHCO3 pour
donner le composé NH,-DHLA. Le composé est utilisé sans évaporation et sans purification

pour éviter I’oxydation et la reformation de la liaison S-S.
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Figure V1.97 : Synthése de NH,-DHLA

Par ailleurs le NHS-Mal a été synthétisé en deux étapes, a partir d'anhydride maleimidique
(Figure V1.98). L'anhydride maleimidique réagit avec 1'amino acide a température ambiante
pendant 4h. La fonction acide carboxylique du composé 13 a été activée a travers la formation
d'un ester de N-hydroxysuccinimidyl et le composé NHS-Mal a alors été obtenu avec un

rendement de réaction global de 40 %.

H 0
O\#\N/\fo O (0] 0
HN -~ COOH = 5 4 N._~coon_NHS,DCC (jNo»\/\N )
0

DMF, t. a, 4h o t.a,12h o)
12 13 NHS-Mal
Figure V1.98 : Synthése de NHS-Mal

3.1.2. Introduction de la fonction maleimide
L’introduction de la fonction maleimide se fait en deux étapes one pot ' (Figure VI.99).
La premicre étape consiste a échanger le L-glutathion a la surface des nanoparticules QDg3s
(Aem = 638 nm, ® = 52 %) par le NH,-DHLA et la deuxieme étape consiste a réaliser un
couplage peptique entre 1’amine du NH,-DHLA a la surface des nanoparticule et NHS-

maleimide.
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Figure V1.99 : Schéma d’introduction de la fonction maleimide

La premicre étape a été réalisée a température ambiante afin d’éviter le changement des
propriétés optiques des nanoparticules. Dans un premier temps, nous avons effectué 1’échange
en ajoutant 40 % (nommé 40%NH,-QDg3s) et 10 % de NH,-DHLA (10%NH»-QDg3s). Le
ligand a été ajouté a partir du brut réactionnel issu de la synthése du ligand, c’est a dire en
présence de NaBH4 et de NaHCOs; Apres quelques heures de réaction a température
ambiante, la solution devient trouble. Les nanoparticules sont précipitées avec du méthanol,
puis lavées 20 fois avec le méthanol afin d’éliminer I’exceés de NH,-DHLA. 11 est a noter
qu'apres 1’échange les nanoparticules sont devenues insolubles dans I'eau a pH 7,4.

L’échange du ligand a été mis en évidence par deux méthodes, le gel €lectrophorese et la
spectrométrie infrarouge. La Figure VI.100 présente les résultats du gel d'électrophoréese.
Comme attendu, les nanoparticules obtenues apres 1’échange (NH;-QDg3s) migrent moins
rapidement que les nanoparticules de départ (QDg3s), du fait de la diminution de la charge a la
surface des nanoparticules. En effet, la procédure d’échange implique 1’échange de deux
molécules de L-glutathion possédant deux charges négatives par un seul ligand NH,-DHLA
possédant une charge positive a pH 7,4. Plus I’échange est important, plus la charge

superficielle diminue et moins les particules migrent, d’ou la différence entre les deux bandes.
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La Figure VI.101 montre les spectres infrarouges de NH,-DHLA, QDyg3s, 40%NH;-QDg3s et
10%NH,-QDg3s. Les nanoparticules sont caractérisées par une large bande a 3000-3700 cm™
qui correspond aux vibrations de OH de I’acide et NH, du L-glutathion et deux bandes a 1400
cm” et 1550 cm™ qui correspondent aux vibrations de C=0 du L-glutathion. L’échange du
ligand se traduit par I’apparition de nouvelles bandes infrarouges liés au NH,-DHLA,
notamment la double bande de C-O éther a 1100 et 1200 ¢cm - 1, les vibrations des liaisons N-

H des amides a 1750 cm™ et celles des CH, de la chaine 2 2900 cm™

Figure VI.100 : Gel d'électrophorese de QDg3s, 40% NH,-QDg3s et 10%NH,-QDg3s dans le
HEPES (0,02 M, pH = 7,6), 1h30 de migration
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Figure VI.101: Spectres infrarouge de NH,-DHLA (rouge), QDsg3s (orange), 40% NH,-QDg3s
(Vert) et 10%NH2-QD638 (bleu)

Cependant, I’échange de ligand s'accompagne d'une forte diminution du rendement
quantique qui passe de 52% a 10% et 20% pour 40%NH,-QDg3s et 10%NH2-QDgss
respectivement. Cela est probablement di a la mauvaise protection apportée par NH,-QDg3s
en comparaison de celle du L-glutathion. Pour diminuer ’effet de ligand, nous nous sommes
décidé a effectuer deux autres tentatives d’échange en utilisant des nanoparticules mais avec
4% (4%NH,-QDg3s) et 1% (1%NH-QDg3s) afin d'essayer de conserver le rendement
quantique initial. Malheureusement 1’échange n’a pas pu étre mis en évidence par la
spectrométrie infrarouge, les signaux caractéristiques du ligand étant trop faibles. Cependant,
les gels électrophorése montre clairement une différence de migration entres les bandes de
QDs3s, 4%NH-QDg3s et 1%NH»-QDg3s (Figure VI.102). Comme attendu, le 4%NH>-QDe3s
migre moins que 1%NH,-QDg3s a cause de la différence de charge de surface. Le méme
phénomene a été observé concernant le rendement quantique, a savoir une diminution du

rendement quantique de 52 % a 33 % pour 1%NH,-QDg3s et 28 % pour 4%NH;>-QDg3s.

141



Nanoparticules luminescentes

Figure VI.102 : Gel d'électrophorése de QDg3s, 4% NH3-QDg3s et 1% NH>-QDg3s dans le
HEPES (0,02 M, pH = 7,6), 1h30 de migration

La deuxieme étape consiste a réaliser un couplage peptidique entre NHS-Mal et 10%NH,-
QDeg3s (et 1%NH-QDe3s) dans un milieu basique a pH 10,5 afin d’avoir les groupement
amine sous forme NH, Le NHS-Mal a été dissout dans la DMF, puis ajouté a la solution de
QDs et laiss¢ a réagir pendant 12h a température ambiante. Il faut noter que nous avions fait
une étude préliminaire sur le comportement des nanoparticules en présence de DMF. Les
résultats montrent que jusqu’a 20 % de DMF ajoutée, les nanoparticules sont bien solubles
gardent les mémes propriétés optiques. Au dela de ce pourcentage les nanoparticules
commencent a précipiter. Les nanoparticules sont ensuite précipitées avec la DMF, lavées

plusieurs fois au méthanol et séchées sous vide.
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Figure VI.103 : Spectres infrarouge de NHS-Mal(rouge), 10%NH>-QDg3s(vert) et
10%NH2-QD638(bleu)

Apres le couplage avec NHS-Mal le rendement quantique passe de 20% a 7% pour
10%Mal-QDe3s et de 33% a 12% pour 4%Mal-QDg3s. Le couplage a également été mis en
évidence par les spectres infrarouge de NHS-Mal, 10%NH;-QDsg3s et 10%Mal-QDe;35 (Figure
VI1.103). L’apparition des bandes caractéristiques du maleimide est clairement observée a
savoir la bande des vibrations C-N-C & 1100 cm™ et la bande C-C a 1400 cm™.
Malheureusement, la faible signature de 1%NHS-Mal ne nous a pas permis de 1’observer sur
le spectre infrarouge. Cependant nous avons réalisé¢ un test de couplage avec la BSA qui
possede une cystéine donc un groupent thiol susceptible de réagir avec la double liaison de le
maléimide. Le couplage a ét¢ démontré par gel d'électrophorese (Figure VI.104). Nous
remarquons que la mobilité¢ des nanoparticules aprés le couplage diminue, cela est

principalement du au poids additionnel de la BSA. Le rendement quantique, mesuré apres le
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couplage, passe de 12 % a 24 %. Cette augmentation est attribuée a la protection de la surface

pas la BSA

Figure VI.104: Gel d'¢lectrophorese de 1% Mal-QDg3s et BSA-QDg3s dans 'HEPES (0,02 M,
pH = 7,6), 1h30 de migration

4. Couplage indirect

Dans cette derniére partie, nous avons mis a profit ’interaction Streptavidine/Biotine pour
introduire le chélate bifonctionnel du **Cu a la surface des nanoparticules. Pour cela le ligand
L" qui posséde une fonction biotine a été synthétisé (Figure VI.105). Nous I’avons couplé a
la surface des nanoparticules streptavidinées (Sav-QDgpz) avec le ligand L.
Malheureusement, nous n’avons pas pu mettre en évidence le couplage par le gel
d'électrophorese a cause de la faible quantité de matériel. Cependant, les spectres d’émission
ont pu étre enregistrés en fonction de 1’ajout de L' (Figure VI.106). Une 1égére diminution
de la luminescence a été observée lors de cet ajout et laisse sous entendre une modification de
la surface. D’autres propriétés (diametre hydrodynamique, potentiel zeta) doivent éEtre

mesurées pour confirmer cette interaction.
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Figure VI.105 : Structure du ligand L"
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Figure VI.106 : Spectres d’émission de Sav-QDgo, (rouge) lors de 1’ajout de L' (4
équivalents (vert) et 8 équivalents (bleu)) (Aex =430 nm, HEPES 0,02 M, pH = 7,6)

5. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons abordé la fonctionnalisation de surface des nanoparticules
avec de petites molécules organiques ou de plus grosses biomolécules. Les exemples que nous
avons développés concernent a la fois des agents de contraste bimodaux pour I’imagerie
optique et la tomographie a émission de positons (TEP), avec la fixation de chélate
bifonctionnel du **Cu (IT) de type bispidine, ou le diagnostic du cancer de la prostate, comme
dans le cas du couplage avec le PSR222. Le couplage avec les biomolécules, notamment avec
la BSA a été effectué par deux méthodes. La premiere méthode consiste a faire un couplage
peptique directement a partir des fonctions carboxylates du L-glutathion présent a la surface

des nanoparticules. Une alternative de couplage consiste a introduire une fonction
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maléimide. Pour cela un dérivé de DHLA (Acide dihydrolipoique) possédant une fonction
amine (nommé NH>-DHLA, Figure V1.96) a été choisi. Avec sa fonction amine, ce ligand
permet des couplages de type peptidiques, qui nous ont permis d'introduire une fonction
maléimide. Cette possibilité nous permet d’avoir des nanoparticules stables prétes a étre
couplées avec des biomolécules. Cependant, cette procédure est accompagnée par une grande
chute du rendement quantique. Les nanoparticules bioconjuguées ont été testées comme
accepteurs dans des systemes de transfert d’énergie avec un complexe de terbium.
Malheureusement aucun transfert n’a été observé pour les nanoparticules couplées a la
streptavidine. Un faible signal de transfert d’énergie a pu étre observé dans le cas des
nanoparticules conjuguées a l'anticorps PSR222, mais la faible intensité du signal de FRET ne

nous a pas permis de la caractériser.
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Ce travail de thése est axé sur la préparation de nanocristaux semi-conducteurs en vue
d’améliorer leurs propriétés optiques et sur leur application a des systémes de transfert
d’énergie de type Forster (FRET). Ce type de nanoparticules ouvre la porte a plusieurs
applications, notamment des  applications biologiques  (marquage, analyses
immunofluorologiques).

Dans un premier temps, les nanoparticules de CdTexSy ont été préparées en phase aqueuse
en utilisant des sels de cadmium et de tellure en présence d’un réducteur (NaBH4) pour
former le cceur et un ligand stabilisant (L-glutathion, GSH) a la surface. Aprés une longue
série d’optimisation de la synthése en variant la stoechiométrie des différents éléments (Cd,
Te, L-glutathion), des nanoparticules de CdTexSey(GSH) avec de bonnes propriétés optiques
ont été obtenues, a avec savoir un rendement quantique de 30 % a 600 nm. Au cours de la
synthese, I’apparition d’une bande d’absorption a 380 nm est observée. Cette bande est
attribuée la formation de CdS suite a la décomposition du L-glutathion. La proportion du
soufre introduite dans le cceur des nanoparticules est déterminée par des analyses élémentaires
(C, H, N et ICP-AES). Suite a ces résultats, un modele structural pour calculer le poids
moléculaire et définir la formule molaire des nanoparticules est proposé. Ce modele est basé
sur deux approximations importantes : (i) la premiere suppose que les nanoparticules ont une
forme parfaitement sphérique et nous a permis de calculer leur volume et (ii) la deuxieme
considere que la densité moyenne des nanocristaux de CdTexSy est égale a la moyenne des
densités du CdS pur et du CdTe pur pondérées par les ratios molaires de CdS et CdTe
présents dans le nanocristal. Ce modele nous a permis également d’estimer le nombre de
ligands présents a la surface des nanoparticules et de démontrer I’existence d’une relation
entre le nombre de ligand a la surface et le rendement quantique. Cette relation a été validée
par des tests expérimentaux.

Les nanoparticules ont €té testées comme donneur d’énergie dans des systemes de transfert
d’énergie de type Forster (FRET). La possibilité de choisir I’émission des nanoparticules en
fonction de leur taille nous a permis d’avoir un bon recouvrement spectral entre les spectres
d’absorption de 1’accepteur (dans notre cas le Rouge de Nil) et du donneur (ici les
nanoparticules). L’efficacité du transfert est de 98% et la distance calculée entre le donneur et
’accepteur est de 24 A. Cette distance correspond bien a la valeur théorique calculée a partir
d’un modele moléculaire et d’un modele structural des nanoparticules.

Ensuite, différentes stratégies ont été étudices afin d’améliorer les propriétés optiques :
augmenter le rendement quantique et déplacer les spectres vers le proche infrarouge. Nous

tout d’abord avons essayé¢ d’introduire une coque d’un autre semi-conducteur (ZnS).
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Malheureusement, le mauvais le choix du matériau de la coque ne nous a pas permis d’obtenir
les résultats désirés. Cependant, la synthése sous irradiation mirco-ondes s’est présentée
comme une bonne solution pour améliorer les propriétés optiques des nanoparticules. Cette
synthése nous a permis d’obtenir en une seule étape des nanoparticules solubles dans I’eau
avec un rendement quantique de 47 % a 587 nm, c’est a dire 1,6 fois supérieurs a celui des
nanoparticules issues d’une synthése a reflux. De plus, cette syntheése est rapide et permet
d’obtenir des nanoparticules qui émettent a 650 nm en quelques minutes seulement (10 heures
avec la synthese a reflux). Nous avons pu mettre a profit le modele proposé afin de déterminer
leurs formules chimiques.

Afin de décaler 1’émission vers le proche infrarouge, a savoir minimiser la largeur de la
bande interdite, nous avons modifié¢ la composition du matériau du cceur. Pour cela, nous
avons préparé des nanocristaux semi-conducteurs de CdHgxTey. Les nanoparticules obtenues
possedent une émission entre 800 et 900 nm, ce qui correspond bien a notre objectif.
Cependant, elles présentent une mauvaise stabilité dans 1’eau. La synthése de nanoparticules
de CdTexSeySz nous a offert la possibilité d’avoir les a la fois propriétés optiques et la
stabilité¢ désirées. Nous avons mis a profit la synthése micro-ondes pour préparer des
nanoparticules de bonne cristallinité. Apreés une optimisation de la synthése, nous avons pu
obtenir des nanoparticules de CdTexSeyS; stables avec de bonnes propriétés optiques a savoir
un rendement quantique de 60 % a 620 nm et le maximum de décalage de la longueur d’onde
d’émission était de 686 nm avec un rendement de 17 %.

Les nanoparticules synthétisées dans les parties précédentes ont été fonctionnalisées avec
succes avec des biomolécules (albumine sérum bovin; BSA, anticorps; PSR222 et la
streptavidine) via un couplage peptidique en activant les fonctions carboxylates du L-
glutathion de la surface et le couplage a été mis en évidence par gel électrophorese. Les
nanoparticules couplées au PSR 222 (anticorps du cancer de la prostate) ont été testées
comme accepteur d’énergie dans un systeme de transfert d’énergie de type Forster. Dans ce
cas, un complexe de terbium a été utilisé comme donneur afin de détecter et quantifier
I’antigene spécifique de la prostate TPSA (Total Prostate Specific Antigen). Nous avons pu
observé un transfert d’énergie entre les nanoparticules et le complexe de terbium. Cependant,
le signal du FRET est trop faible pour obtenir des informations quantitatives. Cela est
probablement li¢ au faible taux de marquage (25 %).

Dans le but de développer des agents multimodaux a la fois pour 1’imagerie optique et la
Tomographie a Emission de Positons (TEP), nous avons introduit un chélate bifonctionnel du

%%Cu (II) de type bispidine a la surface des nanoparticules. Deux techniques de couplage ont
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¢té envisagée : La premicre consiste en un couplage peptidique des fonctions acide
carboxylique du L-glutathion avec un dérivé aminé. Le second profite de la forte interaction
entre des quantum dots streptavidinylées et un dérivé bispidine marqué avec une biotine. Les
couplages ont été mis en évidence par gel d’électrophorese. Dans les deux cas, aucune
altération significative des propri€tés optiques des nanoparticules n’a été observée.

Une deuxieme voie de couplage voie de couplage a été développée qui consiste a
introduire une fonction maleimide a la surface de nanoparticules. L’introduction se fait en
deux étapes par le biais d’un échange de ligand avec un dérivé d’acide dihydrolipoique
(DHLA). Ce dernier permet un bon accrochage a la surface des nanoparticules, grace a ses
deux fonctions thiols. La fonction maleimide a été introduite avec succes a la surface des
nanoparticules et le couplage ét¢ mis en évidence par les spectres infra-rouge et par gel
¢lectrophorese. Les nanoparticules portant la fonction maleimide ont €té couplées avec la
BSA (par I'intermédiaire de son résidu cystéine) et les résultats du gel d’agarose montrent
confirme le couplage entre la BSA et les nanoparticules. Cependant, ces étapes d’introduction
de la fonction maleimide ont été accompagnées par une chute du rendement quantique des
nanoparticules qui passe de 52 a 12 % en présence de maleimide et 24 % en présence de BSA.
Malheureusement apres plusieurs tentatives, nous n’avons pas pu conserver le rendement
quantique initial des nanoparticules. Certes, cette voie présente l’avantage d’avoir des
nanoparticules prétes a coupler avec des biomolécules comportant une fonction thiol, et elle
offre la possibilité de contréler un peu I’orientation des biomolécules a la surface des
nanoparticules mais elle reste a améliorer pour obtenir des nanoparticules finales avec un bon
rendement quantique. Différents parametres pourraient étre améliorés comme le taux de
greffage et la composition des nanoparticules. Par exemple, 1’extension de cette technique a

d’autres types de nanoparticules comme InP/ZnS est envisagée.
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1. Technique de caractérisations des nanocristaux semi-conducteur

luminescents

1.1. Caractérisations optiques

Les spectres UV-Visible ont été enregistrés a 1’aide de spectrometre Specord 205 (Analytik

jena) et les spectres d’émission de fluorescence ont été enregistrés avec un spectrofluorimétre

Horiba Jobin Yvon Fluorolog 3 qui fonctionne avec une lampe Xenon continue de 450W. La

détection a été effectuée avec un détecteur de type Hamamatsu R928. Un filtre a 399 nm a été

utilisé pour éliminer les artefacts du second ordre. Les temps de vie on été mesurés en mode

TCSPC en utilisant une diode électroluminescente (Nanoled) émettant a 303 nm comme

source d’excitation. Les données ont été traitées en mode mono, bi ou tris-exponentiel avec le

logiciel Datastation de Jobin Yvon. Les rendements quantiques ont été déterminés avec deux

méthodes :

I.

Mesure relative : une mesure relative est souvent utilisée, elle consiste a comparer
la luminescence d’une solution du colloide a une fluorophore de référence dont on
connait son rendement quantique. Généralement, la Rhodamine 6G dans I’eau (® =
76 %)' ou bien le ruthenium(Il) tris(bipyridine) dans I’eau (® = 4 %).> L absorption
est simplement mesurée dans un spectrometre UV-Visible. La valeur de
I’absorbance des solutions doit étre inferieure a 0,05. Le rendement quantique est

égale a:

n%QDs) X Iqps XArsc

Rqqgps =
s NRec X Irec X A(qps)

Ou n est I’indice de réfraction du milieu, I I’intensité¢ émise (la surface en dessous

de la courbe d’émission) et A est I’absorbance a 430 nm. La dépendance de !’intensité

d’excitation en fonction de longueur d’onde est corrigée par une fonction de réponse fournie

par le fabricateur.

2.

Mesure absolue par une sphére d’intégration : L’intensité d’émission doit étre
récoltée dans toutes les directions de 1’espace. Pour cela, la surface intérieure de la
spheére d’intégration est totalement recouverte d’un revétement réfléchissant. La
méthode consiste a mettre 1’échantillon a I’intérieur de la sphére d’intégration et a
I’exciter grace a une lampe xénon. La lumiere sortante de la sphere est détectée par

un photomultiplicateur Hamamatsu R928 (Figure VIII.107). Tous les spectres ont

157



Nanoparticules luminescentes

été corrigés pour les fonctions instrumentales. Lorsque cela est nécessaire, un filtre
a 399 nm a été utilisé pour €liminer les artefacts du second ordre. Le rendement
quantique de luminescence a été déterminé en utilisant une sphere d'intégration
Quanta-® de Horiba selon le mode opératoire décrit dans la littérature.’

Le rendement de quantique de luminescence ® est donné par :

© = E) — (1 —-A) XE,Q)
B Lo(A) X A

Ou A = (Lo(A) — LiA)/Lo(), E;(Q) est l'intégration de la luminescence de
I’échantillon, E,(A) I'intégration de la luminescence de la sphere sans échantillon,
A est l'absorbance de 1’échantillon, L;(A) est I’intégration du profil d'excitation de
la sphére vide (sans 1'échantillon), Ly(A) est I’intégration du profil d'excitation
I'échantillon diffusé par la sphere d'intégration en absence de 1’échantillon et L;(A)
est le profil d'excitation intégrée par le faisceau incident en présence de
I'échantillon. Les spectres intégrés ont été corrigés a l'aide des fonctions de

correction fournis par le fournisseur.

Spheére d’intégration

Détecteur

Figure VIII.107 : Schéma de la mesure du rendement quantique par une sphere d'intégration

1.2. Caractérisations morphologiques
Des images de Microscopie Electronique a Transmission (MET) ont été enregistrées avec
un microscope €lectronique a transmission TOPCON 002B couplé avec I’analyse dispersive

en énergie, avec une résolution de 0,18 nm.
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Les échantillons obtenus sous forme de poudre, sont dispersés dans 1’éthanol et une goutte
de ce mélange est déposée sur une grille. La grille est constituée des membranes poreuses
recouvertes par une couche amorphe du carbone.

Les mesures des diffractions des rayons-X ont été effectuées avec un diffractometre D8

Advance Bruker en mode 0/20 en utilisant la raie Ko du Cu a 1.5406 A.

1.3. Caractérisations chimiques

La composition chimique des nanocritaux a ét¢ déterminée par deux techniques d’analyses
¢lémentaires :

- La spectroscopie par torche a plasma (ICP-AES ou Inductively Coupled Plasma
Atomic Emission Spectroscopy) pour le dosage des éléments Cd, Te, Se et S.
- La microscopie élémentaire C, H et N.

L’ICP-AES est une technique basée sur le couplage d’une torche et d’un spectrometre
d’émission atomique. L’analyse a été réalisée avec spectrometre Varian 720 équipé d’un
nébuliseur Meinhard quartz et d’une chambre de pulvérisation cyclone. Les échantillons sont
minéralisés dans 1’acide nitrique sur un bain de sable pendant 1 heure avant les analyses.
L’émission de Cd, Te, S et Se a été mesurée a deux ou trois longueurs d’onde d’émission :
214,439 nm et 226,502 pour le Cd, 180,669 nm, 181,972 nm et 182,562 nm pour le souffre et
182,153 nm, 214,282 nm et 238,579 nm pour le Te. La calibration de I’instrument est
effectuée avec un standard certifié (CPI international) ou a partir d’une solution stock de
Na,TeO;5 dans 1’eau.

L’analyse élémentaire CHN a été effectuée au service commun d’analyses élémentaires de

I’université de Strasbourg.
1.4. Gel électrophoreése

a) Préparation du gel électrophorese (agarose 1%)

150 mg d’agarose est mise dans 150 ml d’un tampon (TBE, TAE ou HEPES) et chauffée a
100 °C au bain-marie pour faire fondre I’agarose. Le mélange est laissé refroidir jusqu’a ce
qu’il devienne possible de saisir le flacon a main nue (environ 60 °C). 120 mL de la solution
préparée est versée doucement sur un moule du gel. Des peignes de 1 mm du fond sont en
suite enfoncées dans la solution pour former les trous pour le dépot d’échantillons (image).
Le gel est laissé se figer pendant 30 minutes a température ambiante, ensuite il est mis au
réfrigérateur a 4 °C pendant 15 minutes. Quand le gel est complétement figé, les peignes sont

retirées soigneusement. Le gel est mis dans le réservoir d’électrophorese (image). Le tampon
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est ajouté dans I'unité d’électrophorese suffisamment pour recouvrir le gel d’une épaisseur de

3a5mm.

b) Préparation de [’échantillon

Généralement, nous déposons une solution contant 20 ug de notre échantillon dans de
tampon HEPES (0,02 M, pH 7,6) dilué¢ deux fois avec la solution de chargement (0,25% bleu
de bromophenol et 30% de glycérol) et le mélange est bien agité avec un vortex. 10 pg de

nanoparticules sont déposées sur le gel.
1. Syntheses des nanocristaux semi-conducteurs de CdTexSy

1.1. Synthése classique (4eq Cd, 1 eq Te, 4 eq GSH)

4 mL de CdCl,. 2,5H,0 (0,04 M, 0,16 mmol) sont dilués dans 50 mL d’eau ultra-pure
dans un ballon bis-col. Le citrate trisodique dihydrate (100 mg, 0,34 mmol), 2 mL d’une
solution de Na,TeOs (0,01 M, 0,04 mmol), le L-glutathion (50 mg, 0,165 mmol) et NaBH4
(50 mg, 1,32 mmol) sont ajoutés sous agitation a température ambiante. Le pH du mélange est
égal a 9,4. Apres une heure et demie la couleur du mélange passe au vert. On plonge alors le
ballon réactionnel dans un bain d’huile a 100 °C en conditions aérobiques.

Au cours de la réaction, des prélevements de 200 uLL (Tableau VIII.15) sont effectués puis
dilués dans 1,8 mL d’eau ultra-pure afin de réaliser un suivi temporel des propriétés optiques

du milieu réactionnel.

Echantillons 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Temps (min) 20 40 70 100 180 225 330 450 600

Tableau VIII.15 : Numéros des prélévements en fonction du temps de chauffage

1.2. Etude de ’influence de la steechiométrie
Cette procédure a ensuite été répétée en faisant varier la steechiométrie des réactifs selon

les conditions décrites dans le (Tableau VIII.16).
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Steechiométrie CdCl; 2,5H,0 Na,TeO;
Synthése GSH

Cd Te GSH 0,16 M) (0,04 M)

1 4 3 4 4 mL 3mL 50 mg

2 4 2 4 4 mL 2mL 50 mg

3 4 1,5 4 4 mL 1,5mL 50 mg

4 4 1 8 4 mL 1,5 mL 100 mg

5 4 0,5 4 4 mL 0,5 mL 50 mg

Tableau VIII.16 : Résumé des conditions opératoires pour les différentes syntheses

Les spectres d’absorption et d’émission sont enregistrés au cours du temps. Les spectres
d’émission sont normalisés pour une D. O constante a la longueur d’onde d’excitation (Aex =

430 nm)

1.3. Synthése a grande échelle (4eq Cd, 0,5¢q Te, 4eq GSH)

Le protocole précédemment décrit au a ét¢ adapté afin d’isoler une large quantité de
nanoparticules pour effectuer les différentes caractérisations.

80 mL de CdCl,, 2,5H,0 (0,04 M, 3,2 mmol) sont dilués dans 1 L d’eau ultra-pure dans
un ballon bis-col. Le Citrate trisodique dihydrate (2 g, 6,8 mmol), 40 mL d’une solution de
Na,;TeOs (0,01 M, 0,4 mmol), le L-gluthation (1 g, 3,3 mmol) et NaBH4 (1 g, 26,4 mmol) sont
ajoutés sous agitation a température ambiante. Le pH du mélange est égal a 9,4. Apres une
heure et demie la couleur du mélange passe au vert. On plonge le ballon réactionnel dans un
bain d’huile a 100 °C en conditions aérobiques.

Trois aliquots sont prélevés apres 2h (350 mL, QDs49), 4h (350 mL, QDggo) et 10h (420
ml, QDgso) de chauffage. Les nanoparticules luminescentes sont précipitées avec 1 L
d’éthanol, séparées par centrifugation, lavées 4 fois a 1’éthanol et séchées sous vide pour

obtenir une poudre (QDs49 (395 mg), QDgoo (230 mg), QDsgso (240 mg)) respectivement.
2. Tentatives d’introduction d’une couche de ZnS

2.1. Tentative 1

QDs;3 (19,6 mg) sont dissouts dans 24 mL d’une solution aqueuse de ZnCl, (1 mM) et de
L-glutathion (4 mM). Le pH de la solution est ajusté a 9 (4 initialement) avec NaOH (1 M).
Le mélange est agité pendant 1h a température ambiante et ensuite chauffé a 100 °C. Des

prélevements sont effectués en fonction du temps de chauffage (Tableau VIII.17).
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Echantillons 1 2 3
Temps (min) 0 120 390

Tableau VIII.17 : Les différents prélevements en fonction de temps de chauffage

2.2. Tentative 2

Le mode opératoire de la tentative 1 est répété en préparant cette fois-ci la solution de
ZnCl,, GSH dans un tampon citrate (0,025 M) a pH 9. Des prélevements sont effectués en
fonction du temps de chauffage (Tableau VIII.18)

Echantillons 1 2 3
Temps (min) 0 120 400

Tableau VIII.18 : Les différents prélevements en fonction de temps de chauffage

2.3. Tentative 3

QDss (6,7 mg, 8,6 x 10 mmol) sont dissouts dans 10 mL d’eau ultra-pure. 40 puL d’une
solution aqueuse de ZnSO4 (1,25 mM) sont ajoutés, suivis de 40 ul. d’une solution de
glutathion (1,25 mM). Le pH est ajusté a 9,6 avec une solution aqueuse de NaOH (1 M). Le
mélange est laissé réagir pendant 20 minutes a température ambiante. La réaction est ensuite

chauffée a 40 °C puis a 100 °C.

3. Synthéses de nanocristaux semi-conducteurs de CdTexSy par voie micro-
ondes.

Dans notre laboratoire un four micro-ondes CEM est utilisé, il possede une vitesse de

chauffage de 2 a 6 °C/sec avec une température comprise entre -80 et 300°C. La puissance

maximale de ce four micro-ondes est de 300 W avec une pression allant jusqu’a 30 bar (435

psi).

3.1. Synthése des nanoparticules de CdTexSy par voie micro-ondes

4 mL de CdCl,. 2,5H,0 (0,04 M, 0,16 mmol) sont dilués dans 50 mL d’eau ultra-pure
dans un ballon bis-col. Le citrate trisodique dihydrate (100 mg, 0,34 mmol), 2 mL d’une
solution de Na,TeOs (0,01 M, 0,02 mmol), le L-glutathion (50 mg, 0,165 mmol) et NaBH4
(50 mg, 1,32 mmol) sont ajoutés sous agitation a température ambiante. Le pH du mélange est
égal a 9,4. Apres une heure et demie la couleur du mélange passe au vert. Des réacteurs de 10
mL sont remplis avec 2 mL de la solution préparée précédemment et chauffés a 100 °C au

four micro-ondes pendant 30, 60, 90 et 180 secondes.
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3.2. Influence de la concentration

1. Concentrée 5 fois : 4 mL de CdCl,, 2,5H,O (0,04 M, 0,16 mmol) sont dilués dans
5,5 mL d’eau ultra-pure dans un ballon bis-col. Le citrate trisodique dihydrate (100
mg, 0,34 mmol), 2 mL d’une solution de Na,TeO; (0,01 M, 0,02 mmol), le L-
glutathion (50 mg, 0,165 mmol) et NaBHy4 (50 mg, 1,32 mmol) sont ajoutés sous
agitation a température ambiante. Le pH du mélange est égal a 9,4. Apres une heure
et demie la couleur du mélange passe au vert. Des réacteurs de 10 mL sont remplis
avec 2 mL de la solution préparée précédemment et chauffés a 100 °C au four
micro-ondes pendant 30 et 60 secondes.

2. Concentrée 10 fois: A 4 mL de une solution de CdCl,. 2,5H,O (0,04 M, 0,16
mmol), on ajoute le citrate trisodique dihydrate (100 mg, 0,34 mmol), 2 mL d’une
solution de Na,;TeOs (0,01 M, 0,04 mmol), le L-glutathion (50 mg, 0,165 mmol) et
NaBH4 (50 mg, 1,32 mmol) sous agitation a température ambiante. la solution

noircis apres 1’ajout du NaBHa.

3.3. Influence de la température
16 mL de CdCl,, 2,5H,0 (0,04 M, 0,64 mmol) sont dilués dans 200 mL d’eau ultra-pure
dans un ballon bis-col. Le citrate trisodique dihydrate (400 mg, 1,36 mmol), 8 mL d’une
solution de Na,TeOs (0,01 M, 0,08 mmol), le L-glutathion (200 mg, 0,66 mmol) et NaBH4
(200 mg, 5,28 mmol) sont ajoutés sous agitation a température ambiante. Le pH du mélange
est égal a 9,4. Apres une heure et demie la couleur du mélange passe au vert. Des réacteurs
de 30 mL sont remplis avec 20 mL de la solution préparée précédemment et chauffés a

différentes températures pendant différents temps de réaction (Tableau VIII.19)

Temps de chauffage
T, T, T;
120 °C 5 minutes 10 minutes 15 minutes
130 °C 4 minutes 8 minutes 16 minutes
150 °C 30 secondes 1 minute 3 minutes

Tableau VIII.19 : Parametres utilisés pour la synthése micro-ondes

3.4. Synthése a grande échelle des nanoparticules de CdTeXSY par voie micro-ondes

16 mL d’une solution aqueuse de CdCl,, 2,5H,0 (0,04 M, 0,64 mmol) sont dilués dans 20
ml d’eau dans ballon de 50 mL. Le Citrate trisodique (400 mg, 0,136 mmol), 4 mL d’une
solution de Na,TeOs (0,01 M, 0,08 mmol), le L-glutathion (200 mg, 0,66 mmol) et NaBH4
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(200 mg, 5,28 mmol) sont ajoutés sous agitation magnétique a température ambiante. Le pH
de la solution est égal a 9,3. Apres une heure et demie, la couleur de la solution passe en vert.
Deux réacteurs de 30 mL sont remplis avec 20 mL de la solution préparée précédemment et
chauffés a 120 °C au four micro-ondes pendant 25 minutes et 43 minutes respectivement. Les
nanoparticules sont ensuite précipitées avec 20 mL d’éthanol, isolées par centrifugation et

séchées sous pression réduite pour donner QDsos (95 mg) et QDgos (94 mg).
4. Déplacement des propriétés optique vers le proche infrarouge

4.1. Synthése des nanoparticules de CdTexHgySz

5 mg de QDgoo sont dissous dans 50 mL d’eau ultra-pure. Le pH est ajusté a 10 en utilisant
une solution aqueuse de NaOH (1 M). Le glutathion (10,1 mg, 3,3 x10~ mmol) et HgClL, (4,5
mg, 1,6 x 10 mmol) sont ensuite ajoutés 4 température ambiante. Le mélange est laissé sous
agitation pendant une heure. La réaction est suivie dans le temps en effectuant les
prélevements décrits dans le Tableau VIII.20. Les nanoparticules sont précipitées a 1’acétone.
Les échantillons sont ensuite séchés sous pression réduite avant d’effectuer les

caractérisations optiques.

Echantillons 1 2 3 4 5
Temps (min) 60 120 240 360 600

Tableau VIII.20 : Différents prélévements en fonction du temps de réaction

4.2. Synthése de nanoparticules de CdTexSeySz par voie micro-ondes

45 mg de CdCl,. 2,5H,0 (45 mg, 0,20 mmol), Na,SeO4 (27 mg, 0,15 mmol), Na,TeO;
(5,53 mg, 0,025 mmol) et du citrate trisodique (120 mg, 0,04 mmol) sont ajoutés dans un
ballon contenant 24 mL d’eau ultra pure. Le pH du mélange est 9,4. Le mélange est laiss¢
réagir sous agitation a température ambiante pendant 10 minutes. Le L-glutathion (30,7 mg,
0,24 mmol) et NaBH4 (30,7 mg, 0,1 mmol) sont ajoutés a température ambiante sous
agitation magnétique. La réaction est laissée pendant trois heures a température ambiante.
Cinq prélevements de 2 mL sont réalis€s puis chauffés au four micro-ondes pendant différents

temps (Tableau VIIL.21).
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Echantillons 1 2 3 4
Temps (min) 1 10 15 17
Tableau VIIIL.21 : Temps de chauffage pour les échantillons de 1 a 5

Une optimisation de la synthese est également faite en jouant sur la stoechiométrie de Cd,
Se, Te, et du L-glutathion. Les différentes stoechiométries sont résumées dans le tableau

suivant (Tableau VIII.22)

Steechiométrie
Synthése
Cd Se Te L-Glutathion
1 8eq 7eq 1 eq 4 eq
2 8 eq 7 eq leq 6 eq
3 8 eq 7 eq I eq 8 eq
4 8 eq 7eq leq 10 eq
5 8eq 6 eq leq 4 eq
6 8 eq 8 eq leq 4 eq
7 8eq leq 6 eq 4 eq

Tableau VIIIL.22 : Résumé des différentes conditions opératoires pour la synthese de
nanoparticules de CdTexSeySz

5. Synthése de ligands

5.1. Solvant et réactifs

Les solvants utilisés pour la réaction sont soit disponibles dans le commerce ou distillés en
laboratoire.

- Le DMF a été distillé sous pression réduite en présence du KOH.

- Les solvants deutériés sont conservés a 4 °C.

- Tous les autres réactifs sont disponibles dans le commerce et utilisés sans purification.

- Les Chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur des feuilles
d'aluminium amincies portant la silice 60 Fyss fournies par Merck. Les Colonnes
chromatographiques ont été effectuées a I'aide de gel de silice fournie par MercK (40 -63 pum)
et les chromatographies flash on été effectuées avec du gel de silice 40-63 um fourni par
Merck.

- La multiplicité des signaux de RMN 'H est exprimée comme suit :

s : singulet , d : doublet, dd : doublet dédoublé, t: triplet, q : quadruplet, m : multiplet.
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Les constantes de couplage J sont exprimées en Hertz (Hz). Les déplacements chimiques sont

.y, oqs . o) IRy e 4
exprimés en ppm en utilisant le signal résiduel non deutérié comme référence.

5.2. Analyses et caractérisations

Les spectres RMN 'H ont été enregistrés sur un spectrométre Bruker AC 300 (300 MHz)
pour le proton et a 75 MHz et 50 MHz pour le carbone un spectrometre Bruker AC 300 (300
MHz) et 200 (200 MHz). Les spectres RMN sont traités a 1’aide du logiciel NMR Notebook
(version 2,70). Les spectres de masse a haute résolution ont été enregistrés par la méthode
d'ionisation électrospray sur un micro-TOF LC Bruker Daltonics. Les analyses élémentaires
CHN ont été enregistrées au service commun d'analyses élémentaires de l'université de
Strasbourg. Les spectres infrarouges ont été enregistrés avec spectroscopie Perkin-Emer par la

méthode RTA (Réflectance Totale Atténuée).
5.3. Synthése de Rouge du Nil

¢) Composé 1°

Une solution de 3-aminophénol (30,0 g, 0,28 mmol) dans

OH un mélange d’acide acrylique (51 ml, 0,83 mmol) et

N d’eau (25 ml) est portée a reflux a 70°C pendant 3h. Le

HOOC _/_ mélange réactionnel est ramené a température ambiante.
50 ml d’éthanol sont ajoutés et le mélange est refroidi a

COOH

5°C pour obtenir un précipité. Le précipité formé est lavé
avec de 1’éthanol et séché sous vide afin d’obtenir le composé 1 (42,9 g, 62%) sous forme de
poudre blanche. '"H RMN (300 MHz, CDCls) : ¢ 7,02-6,98 (m, 1H) ; 6,28-6,24 (m, 2H);
6,19-6,17 (m, 1H) ; 3,64 (t, 4H, J = 4,5 Hz); 2,59 (t, 4H, J = 4,5 Hz). *C RMN (75 MHz,
CDCl;) : 6 172,6; 158,6; 148,6; 130,0; 104,0; 104,2; 99,6; 46,8; 31,7. ESI'/MS m/z = 253,04
(M) " calculé pour C1,H;sNOs.

d) Composé 2°

Une solution du composé 1 (10,0 g, 39,5 mmol)
dans 500 mL de méthanol et 1 mL du HCI1 10,0 M

OH

est mise a reflux a 75 °C pendant 12h. Le méthanol

N
MeOOC—J[_

COOMe

est évaporé et le produit obtenu est dissout dans 100
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mL de d’eau distillée. L acide est ensuite neutralis¢ avec NaHCO; (pH = 7) et une extraction
au dichlorométhane/eau est réalisée. La phase organique est séparée puis séchée a ’aide de
MgSO,. Le solvant est évaporé et le composé 2 est obtenu (8,9 g, 80%) sous la forme d’un
semi-solide jaune. "H RMN (300 MHz, CD;OD) : 6 7,05-6,95 (m, 1H); 6,25-6,15 (m, 3H);
3,65 (s, 6H); 3,59 (t, 4H, J= 7,2 Hz); 2,58 (t, 4H, J = 7,2 Hz). *C RMN (75 MHz, CD;0D) :
5 173,3; 158,4; 148,5; 130,1; 104,6; 104,2; 99,9; 51,1; 46,9; 32,1. ESI'/MS m/z = 281,36 (M)
" calculé pour C4H 9NOs.

e) Composé 3°

NO Une solution du composé 2 (4,6 g, 16,04 mmol) dans un

mélange de 6 mL de HCI 10 M et 4 mL de méthanol est

OH  refroidie 4 -6 °C dans un bain de glace et de sel (80

N %/20 %). Une solution de nitrite de sodium (1,2 g, 16,05

MeOOC _/_ mmol) dans 9 mL de méthanol (un minimum d’eau est

rajouté pour solubiliser le mélange) est ajoutée goutte a

COOMe goutte en 2 h. La température du milieu est maintenue a

-6 °C pendant 2h. Le méthanol est évaporé et le produit est dissout dans 10 mL d’eau distillée.

L’acide est ensuite neutralis€¢ avec NaHCO; (pH = 7) et une extraction au dichlorométhane est

réalisée. La phase organique est séparée et séchée avec MgSQ,. Le solvant est évaporé sous

pression réduite et une recristallisation a été faite dans I’éthanol a 4 °C pendant 3 jours. Le

mélange est filtré et le filtrat est lavé 4 fois avec de I’éthanol froid, puis séché sous vide. Le

composé 3 est finalement obtenu (4,1 g, 82 %) sous la forme d’une poudre rouge. '"H RMN

(300 MHz, CDs0OD) : 6 7,60 (d, 1H, J =9 Hz); 7,15 (d, 1H, J = 12 Hz); 6,34 (s, 1H); 4,09 (d,

4H, J = 27 Hz); 3,54 (s, 6H); 2,81-2,73 (m, 4H). ®C RMN (300 MHz, CD;0D): § 182,1;

163,1; 157,5; 134,3; 104,8; 104,7; 99,7; 44.3; 39,5; 22,6. ESI'/MS m/z = 311,23 (M+H) *
calculé pour C;4H;sN>Og.
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/) Composé 4°

Le 1,6-Dihydroxynaphthol (1,0 g, 6,44

OH
mmol) est dissout dans 1 mL de HCI (10
N O M). Une solution du composé 3 (2,0 g,
Jiji ~ ‘ 6,44 mmol) dans 60 ml de méthanol est
MeOOC ~ N = 0O 0O ajoutée. Le milieu réactionnel est ensuite

chauffé¢ a 80 °C pendant Sh. Le solvant
est évaporé¢ et le brut est purifié par
COOMe : L

chromatographie flash sur silice (éluant :
CH,Cl,/MeOH avec un gradient de 0 a 3 % en méthanol). Le composé 4 est obtenu (0,9 g, 30
%) sous la forme d’une poudre rouge. '"H RMN (300 MHz, DMSO-d6) : 6 7,97 (d, 1H, J =
8,6 Hz); 7,88 (s, 1H); 7,66 (d, 1H, J = 9,1 Hz); 7,13 (dd, 1H, J = 8,6 Hz, 2,6 Hz); 6,82 (dd,
1H, J=9,1 Hz, 2,6 Hz); 6,70 (s, 1H); 6,15 (s, 1H); 3,73 (t, 4H, J = 6,5 Hz); 3,62 (s, 6H); 2,66
(t, 4H, J = 6,5 Hz). ®C RMN (50 MHz, DMSO-d6) : ¢ 181,6; 171,7; 160,7; 151,4; 150,2;
146,1; 140,0; 133,6; 130,7; 127,5; 124,2; 123,8; 118,6; 110,0; 108,3; 104,4; 97,0; 51,5; 46,3;
31,5. ESI'/MS m/z = 450,14 (M) " pour C,4H2,N,05.

g) Composé 5°

Un mélange de 3-aminopropanol (5 mL, 66,60 mmol) et

HO /\/\NH/< de Boc,O (16,3 g, 73,26 mmol) est mis en solution dans

O% 135 mL d’éthanol. Le milieu réactionnel est laissé sous

agitation magnétique a 30°C pendant 2h30. Le solvant

est évaporé et une extraction au dichlorométhane/eau est réalisée. La phase organique est

collectée et séchée avec MgSO4. Le solvant est évaporé et le produit est purifié par

chromatographie flash sur colonne de silice (éluant: CH,Cl,/MeOH avec un gradient de

MeOH 0-5%). Le composé 5 est obtenu sous forme d’une huile transparente (11,0 g, 94%).

'"H RMN (300 MHz, CDCI3): 6 4,98 (s, 1H); 3,66 (q, 2H, J=6,0 Hz); 3,39 (t, 1H,
J=6,0 Hz); 3,28 (q, 2H, J = 6,0 Hz); 1,67 (m, 2H, J = 6,0 Hz); 1,45 (s, 9H).
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h) Composé 6’

Une solution de triphényle phosphine (PPhs) (10,3 g,

Br /\/\NH/< 40,65 mmol) dans 45 mL de dichlorométhane est ajoutée

O /% goutte a goutte a une suspension de N-bromosuccinimide

(NBS). Le mélange est laissé réagir pendant 15 minutes a

température ambiante. A ce mélange sont ajoutés une solution du composé 5 (2,43 g, 0,01

mmol) dans 2 mL de dichlorométhane puis de la pyridine (424 pL, 0,02 mmol) sous argon a

température ambiante. Apres 18h, le solvant est évaporé et le produit est purifié par

chromatographie sur colonne de silice (¢luant : cyclohexane/acétate d’éthyle avec un gradient

de 0 a 100 % d’acétate d’éthyle). Le produit est obtenu (1,4 g, 30 %) sous la forme d’huile

jaune. "H RMN (300 MHz, CDCls) : 6 3,43 (t, 2H, J = 6,3 Hz); 3,27 (q, 2H, J = 6,3 Hz); 2,04

(m, 2H, J = 6,3 Hz); 1,43 (s, 9H). *C RMN (CDCls, 75 MHz) J : 156,1; 79,8; 39,3; 33,0;

31,2; 28,7. IR (neat) 3348; 2977; 2933; 1690. ESI'/MS m/z = 238,240 (M+Na) " calculé pour
CsH 6NO:s.

i) Composé 7

Le composé 4 (450,0 mg, 0,99 mmol) est dissout dans 5 mL. de DMF et le NaH (28,0 mg,
1,16 mmol) est ajouté sous argon a température ambiante. Le milieu réactionnel est soumis a
une agitation magnétique a température ambiante pendant 20 minutes. Le Tert-butyl (3-
bromopropyl) carbamate (280,0 mg, 1,17 mmol) est ajouté et le mélange est chauffé a 36°C
pendant 20h. Une extraction au dichlorométhane/eau est réalisée, la phase organique est

séparée puis séchée avec MgSO,. Le solvant est évaporé et le brut est purifié par
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chromatographie flash sur silice (éluant : CH,Cl,/MeOH avec un gradient de méthanol O-
1,5%. Le composé 7 est obtenu pure sous la forme d’une poudre rouge (230,0 mg, 40%). 'H
RMN (300 MHz, CDCls) : 6 8.15 (d, 1H, J =8.7 Hz), 7.98 (d, 1H, J =2.6 Hz), 7.57 (d, 1H, J
=9.0 Hz), 7.13 (dd, 1H, J1 = 8.7 Hz, J2 = 2.6 Hz), 6.63 (dd, 1H, J1 = 8.7 Hz, J2 = 2.6 Hz),
6.44 (d, 1H, J = 2.6 Hz), 6.24 (s, 1H), 4.93 (s, 1H), 4.20 (t, 2H, J = 6.0 Hz), 3.77 (t, 4H, ] =
7.1 Hz), 3.72 (s, 6H), 3.38 (m, 2H), 2.67 (t, 4H, I = 7.1 Hz), 2.06 (m, 2H), 1.45 (s, 9H). *C
RMN (75 MHz, CDCl;) 183.3,171.9, 161.7, 156.2, 151.8, 149.9, 146.6, 141.6, 133.9, 131.2,
127.9, 125.9, 125.3, 118.7, 109.7, 107.0, 105.9, 97.4, 79.4, 66.2, 52.1, 47.1, 38.0, 32.2, 29.7,
28.6. IR (neat) 3442, 2960, 2362, 1741 cm—1. ESI'/MS: 608.26 [M + H] " (33%), 630.24
[M+Na] " (67%). Anal. Calc (mass %) pour Cs,H37N309: C, 63.25; H, 6.14; N, 6.92. Trouvé
: C,63.09; H, 6.31; N, 6.80.

j) Composé 8
Le composé 5 est
O /\/\ N H ) P

solubilis¢ dans 6 mL de

N O dichlorométhane et 1,3 mL

d’acide trifluoroacétique

N

MeOOC ~ N Oio ‘ 0 (TFA) sont ajoutés. Le
milieu  réactionnel  est
H laissé sous agitation
magnétique a température
ambiante pendant 30 minutes. Le solvant du milieu réactionnel est évaporé et le brut est
purifié par une colonne chromatographis flash sur silice (éluant : CH2CI12/MeOH 94/6). Le
composé pur est obtenu sous la forme d’un solide rouge (100,0 mg, 88 %). "H RMN (400
MHz, CDs;0OD) ¢ 8.02 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.99 (d, 1H, J = 2.2 Hz), 7.54 (d, 1H, ] = 9.1 Hz),
7.18 (dd, 1H, J1 =8.8 Hz, J2 =2.4 Hz), 6.80 (dd, 1H, J1 =9.1 Hz, J2 = 2.4 Hz), 6.61 (d, IH, J
= 2.4 Hz), 6.20 (s, 1H), 4.30 (d, 2H, J = 5.7 Hz), 3.81 (t, 4H, ] = 7.0 Hz), 3.72 (s, 6H), 3.25 (t,
2H, J = 7.2 Hz), 2.71 (t, 4H, J = 7.0 Hz), 2.26 (m, 2H). *C RMN (100 MHz, CD;OD) 6
185.0, 173.7, 162.8, 153.9, 152.3, 147.9, 140.9, 135.3, 132.3, 128.6, 126.6, 126.2, 119.3,
111.9, 107.9, 105.4, 98.3, 66.6, 52.4, 48.0, 38.5, 32.9, 28.3. ESI'/MS: 508.21 [M+H] ". IR
(neat) 3383, 2967, 2362, 1729 cm—1. Anal. Calc (mass %) pour C,7H29N307-0.6TFA: C,

57.86; H, 5.10; N, 7.18. Trouvé : C, 57.84; H, 5.67; N, 7.26.
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5.4. Synthése du dérivé de acide dihydrolipoique (DHLA)

a) Composé 10

O

H
H (@)

g-S

Acide lipoique (LA) (1,0 g, 5,01 mmol) est solubilisé¢ dans 10 mL de THF.DCC (1,54 g,
7,51 mmol), NHS (0,8 g, 7,52 mmol) et composé 5 (1,6 g, 6,53 mmol) sont ajoutés. Le milieu
réactionnel est laissé sous agitation magnétique a température ambiante pendant 12 h. Le
solvant du milieu réactionnel est évaporé et le brut est solubilis¢ dans 40 mL d’acétate
d’éthyle. Une extraction a [’acétate d’éthyle/eau 40 mL/20 mL est réalisée. La phase
organique est séparée et séchée avec MgSO,. Le solvant est évaporé sous pression réduite. Le
composé 10 est obtenu pur a 84%, le reste est le produit déja déprotégé qu’on va I’utiliser
sans une purification supplémentaire (1,3 g, 3,02 mmol).

"H RMN (400 MHz, CDCl3) 8 6.11 (s, 1H), 5.01 (s, 1H), 3.55-3.40 (m, 7H), 3.38 (q, 2H),
3.25 (m, 2H), 3,10 (m, 2H), 3.08 (m, 2H), 2.40 (td, J = 13, 6.8 Hz, 1H), 2.14 (t, J = 7.4 Hz,
2H), 1.86 (td, J = 13, 6.8 Hz, 1H), 1.70-1.53 (m, 4H), 1.38 (m, 13H).

a) Composé 11

O ®
H
S-S CF3COO@

Le composé 10 (1,2 g, 2,78 mmol) est solubilisé dans 5 mL de dichlorométhane et 1,3 mL
d’acide trifluoroacétique (TFA) sont ajoutés. Le milieu réactionnel est laissé sous agitation
magnétique a température ambiante pendant 45 minutes. Le solvant du milieu réactionnel est
composé est obtenu sous forme d’huile jaune (562,9 mg, 1,67 mmol).

"H RMN (400 MHz, MeOD) & 3.73-3.68 (m, 7H), 3.66 (s, 2H), 3.56 (m, 2H), 3.42-3.36
(m, 2H), 3.16-3.08 (m, 2H), 2.86 (m, 1H), 2.22 (m, 2H), 2.03 (s, 1H), 1.68—1.49 (m, 8H)
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a) NH>-DHLA
0
m/\/\)LN O g NHz
SH SH i

Le composé 10 (600 mg, 1,38 mmol) est solubilisé¢ dans 10 mL de NaHCO;. NaBH,4 (100
mg, 2,65 mmol) est ajouté. Le mélange est laissé sous agitation magnétique a température
ambiante pendant 30 minutes puis laissé a 4°C pendant 3h. Le produit est utilisé directement

dans son milieu réactionnel.
6. Fonctionnalisation des nanoparticules luminescentes
6.1. Fonctionnalisation avec le Rouge du Nil

6.1.1.Procédure de couplage

Les nanoparticules QDs49 (12,6 mg) sont dissoutes dans 10 mL de tampon tris-HCI (0,01
M, pH 7,4). EDC (58 mg, 0,37 mmol) et NHS (18 mg, 0,18 mmol) sont ajoutés. Le mélange
est laissé a réagir sous agitation magnétique pendant 20 minutes a température ambiante. Une
solution du composé 8 (0,025 M) dans le méthanol est préparée. Une série de 6 €chantillons
est préparée en rajoutant 3 pul, 6 ul, 9 uL, 12 uL, 15 pL et 24 uL de cette solution a 1 mL de
la solution du QDsy4g soit 5, 9, 13, 18, 23, 37 équivalents d’analogue du Rouge du Nil par
QDs49. Les 6 échantillons sont soumis a une agitation magnétique pendant 45 minutes. Le
produit de couplage est précipité¢ au méthanol et récupéré par centrifugation (14800 tr/min, 5
minutes). Un lavage avec le méthanol est effectué (20 cycles) afin d’éliminer I’exces de
composé 8. Le produit est ensuite séché sous pression réduite pour éliminer les traces de

méthanol.

6.1.2. Détermination du taux de couplage

Le taux de couplage a été déterminé par la mesure du spectre d’absorption UV-visible de
QD549 apres fonctionnalisation

Le spectre a été déconvolué sous la forme d’une combinaison linéaire du spectre
d’absorption de 1’analogue du Rouge du Nil (Arn(A)) et du spectre d’absorption du QDs4
(Agpi(V)) selon I’Equation VIIL.24:
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A(A) = a gy () + b Agp(2)
Equation VIIIL.24

La concentration du Rouge du Nil et du QDsy9 a été déterminée a partir des populations a

et b, en prenant en compte les coefficients d’extinction molaire respectifs a savoir 16 600 L.

mol”. cm™ 4 535 nm pour I’analogue du Rouge du Nil et 70 130 L. mol”". cm™ pour les QDs49

a 408 nm.

Les résultats sont résumés dans le Tableau VII1.23 :

Echantillons

QDs4-RN1
QDs4-RN2
QDs4-RN3
QDs4-RN4
QDs4-RNS
QDs4-RN6

Eq.

5
9
13
18
23
37

b a
1.68 0.18
3.11 0.55
2.5 0.49
2.2 0.45
2.16 0.46
2.09 0.52

[oD1]
9.60616E-06
1.77828E-05
1.42949E-05
1.25795E-05
1.23508E-05
1.19505E-05

[NR]
7.67711E-06
2.34578E-05
2.08988E-05
1.91928E-05
1.96193E-05
2.21783E-05

[RNJ/ [OD1]
0.79918599

1.31912799
1.46197756
1.5257187
1.58850548
1.85584497

Tableau VIII.23 Facteurs a et b et les concentrations correspondantes de RN et QDs4 ainsi que les
ratios RN/QDl pour les échantillons QD540-RN1, QD540-RN2, QD540—RN3, QD540—RN4, QD540-RN5 et
QDs40-RNG6.

Absorption

0 T T T — T
300 400 500 600 700 800

Longueur d'onde d'émission (nm)

Figure VIII.108 : Spectre d'absorption de 1’analogue du Rouge du Nil (vert), QDsy (bleu) et pour les
QDs4-RN1 ainsi que la combinaison linaire (violet).
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Figure VIIIL.109 : Spectre d'absorption de 1’analogue du Rouge du Nil (vert), QDsyg (bleu) et pour les
QDs40-RN2 ainsi que la combinaison linaire (violet).
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Figure VIIIL.110 : Spectre d'absorption de 1’analogue du Rouge du Nil (vert), QDsyg (bleu) et pour les
QDs4RN3 ainsi que la combinaison linaire (violet).
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Absorption
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Figure VIIIL.111 : Spectre d'absorption de 1’analogue du Rouge du Nil (vert), QDsyg (bleu) et pour les
QDs40-RN4 ainsi que la combinaison linaire (violet)
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Figure VIII.112 : Spectre d'absorption de 1’analogue du Rouge du Nil (vert), QDsyg (bleu) et pour les
QDs40-RNS5 ainsi que la combinaison linaire (violet).
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Figure VIII.113 : Spectre d'absorption de I’analogue du Rouge du Nil (vert), QDs4o (bleu) et pour les
QDs40-RN6 ainsi que la combinaison linaire (violet).

6.2. Fonctionnalisation avec le chélate bifunctionels L"

Les nanoparticules QDgoz (5 mg, 5,86. 10 mmol) sont dissoutes dans 5 mL de tampon
tris-HCl (0,01 M, pH 7,4). 20 uL d’une solution aqueuse de EDC (0,054 M) et 20 uL d’une
solution aqueuse de NHS (0,026 M) sont ajoutés. Le mélange est laissé a réagir sous agitation
magnétique pendant 20 minutes a température ambiante. 10 puL d’une solution du ligand L'
(0,017 M) est ensuite rajoutée a 1 mL de la solution de QDgp2. Le mélange est laissé réagir
pendant 3 heures. Une série d’ultrafiltration (20 cycles) a été effectuée avec le tampon

HEPES (0,02 M, pH 7,6) une utilisant un filtre avec une membrane de 50 kDa.

6.3. Fonctionnalisation avec la BSA

Les nanoparticules QDgo2 (10 mg, 11,71.10 > mmol) sont dissoutes dans 10 mL de tampon
tris-HCl1 (0,01 M, pH 7,4). 22 uL d’une solution aqueuse de EDC (0,48 M) et 25 uL d’une
solution aqueuse de NHS (0,20 M) sont ajoutés. Le mélange est laissé a réagir sous agitation
magnétique pendant 25 minutes a température ambiante. 23 pl d’une solution de la BSA
(0,01 M) est ensuite rajoutée a 1 ml de la solution de QDgo2. Le mélange est laissé réagir
pendant 3 heures. Une série d’ultrafiltration (20 cycles) a été effectuée avec le tampon

HEPES (0,02 M, pH 7,6) une utilisant un filtre avec une membrane de 100 kDa.
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6.4. Fonctionnalisation avec la Streptavidine

Les nanoparticules QDgoz (4 mg, 4,68.10 > mmol) sont dissoutes dans 4 mL dans tampon
tris-HCl (0,01 M, pH 7,4). 17,6 uLL d’une solution aqueuse de EDC (2,43 M) et 7 uL d’une
solution aqueuse de NHS (1,46 M) sont ajoutés. Le mélange est laissé réagir sous agitation
magnétique pendant 23 minutes a température ambiante. 100 pL d’une solution de la
streptavidine (3,78. 10~ M) est ensuite rajoutée a 40 uL de la solution de QDgp2. Le mélange
est laissé réagir pendant 3 heures. Une série d’ultrafiltration (20 cycles) a été effectuée avec le

tampon HEPES (0,02 M, pH 7,6) une utilisant un filtre avec une membrane de 100 kDa.

6.5. Fonctionnalisation avec le PSR222

Les nanoparticules QDgo, (4 mg, 4,68.10 > mmol) sont dissoutes dans 4 mL de tampon tris-
HCI1 (0,01 M, pH 7,4). 17,6 uL d’une solution aqueuse de EDC (2,43 M) et 7 uL d’une
solution aqueuse de NHS (1,46 M) sont ajoutés. Le mélange est laissé a réagir sous agitation
magnétique pendant 23 minutes a température ambiante. 100 pL d’une solution du PSR222
(1,44. 10 M) soit 220 pg est ensuite rajoutée a 30 pL de la solution de QDgg,. Le mélange
est laissé réagir pendant 3 heures. Une série d’ultrafiltration (20 cycles) a été effectuée avec le

tampon HEPES (0,02 M, pH 7,6) une utilisant un filtre avec une membrane de 100 kDa.
6.6. Introduction de la fonction maleimdie

Premiere étape :

Les nanoparticules QDg3s (20 mg) sont dissoutes dans 4 mL de I’eau ultrapure. 40 %, 10%,
4% et 1% (soit 8 mg (2,36.10% mmol), 2 mg (5,90.10~ mmol), 0,8 mg (2,3.10~ mmol) et 0,2
mg (5,90.10™ mmol) respectivement) de solution de la synthése de NH,-DHLA sont ajoutés a
la solution de QDg3s. Le mélange est laissé réagir a température ambiante pendant 12 h et la
solution devient trouble. Les nanoparticules ont été ensuite précipitées par centrifugation et
lavées 20 fois a 1’aide du méthanol pour éliminer le reste du ligand n’ayant pas réagit. Les

nanoparticules sont séchés a pression réduite pendant une nuit pour donner NH,-QDy3s.

Deuxieme étape :

Les nanoparticules NH;-QDg3s (20 mg) sont dissoutes dans 4 mL du tampon Citrate (0,1
M, pH 10,5), 50 uL, 12,5 pL, 5 pL et 1,5 pL de Mal-NHS dans DMF (0,47 M) soit 2,36.107
mmol, 5,90.107 mmol, 2,3.10° mmol et 5,90.10* mmol de Mal-NHS. Le mélange est laissé
réagir pendant 12 h. les nanoparticules ont précipitées a 1’aide du méthanol, lavées 20 fois et

récupérées pas centrifugation. Le produit final a séchée a pression réduite.
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Synthéses, caractérisations et fonctionnalisation de
nanocristaux semi-conducteurs luminescents

Résumé

Nous avons développé plusieurs méthodes de synthése de nanocristaux semi-
conducteurs luminescents directement en solution aqueuse. Des nanoparticules de
CdTe,Sy ont été préparées en phase aqueuse et les propriétés optiques ont été
étudiées. Suite aux caractérisations chimiques, un modéle a été proposé pour
calculer le poids moléculaire et déterminer la formule molaire des nanoparticules de
CdTe,Sy. Nous avons démontré I'existence d'une relation entre le rendement
quantique et le nombre de ligand a la surface des nanoparticules. Les propriétés
optiques ont été améliorées grace a la synthése sous irradiation mirco-ondes. Cette
méthode de synthése nous a permis de synthétiser des nanoparticules de
CdTe,Se,S; avec de bonnes propriétés a 680 nm. Les nanoparticules ont été
couplées avec différentes molécules (Rouge du Nil, ligands Bispidines) et protéines
(albumine de sérum bovin; BSA et anticorps; PSR 222). Le couplage a été mis en
évidence par gel d’électrophorése. Nous avons é€galement testé les nanoparticules
comme donneur ou accepteur dans des systémes de transfert d’énergie.

Mots clefs : Quantum dots, nanocristaux, FRET, fonctionnalisation, Rouge de Nil,
Synthése, Fluorescence.

Abstract

We have developed several methods for the synthesis of luminescent
semiconductor nanocrystals in aqueous solution. CdTexSy nanoparticles were
prepared in the aqueous solution and their optical properties have been studied.
Following chemical characterization, a model was proposed to calculate the
molecular weight and molecular formula CdTesS, of the nanoparticles. We have
demonstrated the existence of a relationship between the quantum yield and the
number of ligands at the surface of the nanoparticles. The optical properties have
been improved by using microwave irradiation for the synthesis. This method has
allowed us to synthesize CdTe,Se,S, nanoparticles with good optical up to 680 nm.
The nanoparticles were then coupled with various molecules (Nil Red, Bispidins
ligands) and proteins (bovin sérum albumin; BSA and antibody; PSR 222). The
coupling was demonstrated by gel electrophoresis. We also tested the nanoparticles
as a donor or acceptor in energy transfer systems.

Keywords : Quantum dots, nanocrystals, FRET, fonctionnalization, Nile Red,
synthesis, fluorescence.
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