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-Contexte et état de I’art-

Chapitre 1 : Contexte et état de I'art

ace a la réduction des réserves en énergie fossile et a I'augmentation sous-jacente des co(ts

d’exploitation du pétrole, de nouvelles voies de recherche sont actuellement explorées pour

convertir I'énergie lumineuse et la stocker sous forme chimique. Il est ainsi prometteur
d’envisager des sources d'énergies «inépuisables» comme le soleil. Le soleil apporte
quotidiennement a la terre autant d’énergie que I’lhumanité n’en consomme en une année.' Dans ce
contexte, de nombreuses technologies se sont développées pour convertir I’énergie lumineuse en
électricité ; notamment les panneaux solaires a base de silicium et les panneaux solaires organiques
de troisieme génération (cellules Graetzel)? qui offrent une solution économique pour répondre a
cette demande. Cependant, il faut pouvoir disposer d’une énergie pouvant étre stockée et
transportée. En effet, les rythmes de consommation d’énergie électrique de I'humanité sont
imparfaitement synchronisés avec la production, ce qui souléeve la question du stockage de I'énergie.
La non coincidence entre les lieux de production et de consommation pose la question du transport.
Les batteries actuelles transforment I'énergie électrique en énergie chimique mais leur capacité de
stockage est relativement faible. Il y a donc un intérét considérable a utiliser directement I'énergie
solaire comme le font les plantes grace a la photosynthese pour produire et stocker des formes
alternatives de carburant et ce a grande échelle. Dans un systéeme naturel, trois composants sont
reliés : un photosensibilisateur (1) qui absorbe les photons les convertissant en une paire d’électron-
trou, ou les électrons migrent vers les sites (2) de réduction pour former les carburants naturels et
les trous migrent vers des sites catalytiques d’oxydation (3) ou ils se recombinent avec un réducteur.
Dans ce travail nous avons envisagé un systéme pouvant étre décomposé de facon similaire. Il est
composé d’un photosensibilisateur inorganique de taille nanométrique par lequel I'absorption de
I’énergie lumineuse induit une séparation de charges (une paire électron-trou: un exciton)
délocalisée sur toute la particule. Les charges peuvent étre ainsi utilisées pour réaliser des réactions

rédox a la surface en présence d’un catalyseur approprié.
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-Chapitre 1-

1) Introduction

L'hydrogéne (H,) est un combustible particulierement intéressant en raison de la grande quantité
d’énergie que sa combustion dégage : 120 MJ.kg™ (soit trois fois plus que le pétrole par unité de
masse : 45 MJ.kg?)."® L'intérét de cette molécule réside dans la liaison reliant les deux protons (H*).
La casser en la faisant réagir avec I'oxygene libére de I'énergie et de I'eau, principe utilisé dans les
piles a combustible. Inversement, la reformer permet de stocker I'énergie, principe utilisé dans les
électrolyseurs. En combinant ces deux réactions, il est possible d’envisager une autonomie
énergétique ol chaque foyer d’habitation pourrait étre a la fois producteur et consommateur de son
énergie.lb' ® ’hydrogéne n’existe pas sous forme naturelle et est actuellement produit
principalement par vapocraquage d’hydrocarbures, un processus polluant. Il est donc nécessaire de
trouver un moyen de production durable (éviter les énergies fossiles) et si possible propre. Il est déja
envisageable via I'électrolyse de I’eau de convertir I'énergie lumineuse en hydrogéne en deux étapes.
Dans un futur proche, il sera possible de réduire a une étape ce systeme dans un unique réacteur

convertissant directement I'énergie lumineuse en énergie chimique sous forme d’hydrogeéne.

Notre systeme est donc composé d’un photosensibilisateur inorganique ou les charges vont migrer
vers les sites catalytiques adéquats.” Un tel concept a été proposé en 1972 par Fujishima, A et al,’
dans un systéme électrochimique contenant une électrode macroscopique photosensible (Figure 1a).
L'optimisation de ce systéme dans notre cas met a profit des nanobatonnets semi-conducteurs ou
métalligues comme des nanoélectrodes photosensibles ou chaque nanoparticule pourrait se
comporter comme une cellule photoélectrochimique. En effet, chaque particule peut étre le centre
de réaction d’oxydation et de réduction comme le feraient les deux électrodes d’une cellule
électrochimique (Figure 1b). Dans un deuxiéme temps, |'objectif est d’intégrer ces nanoobjets dans

des microsystémes en contruisant des assemblages nanostructurés et denses (Figure 1c).
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Figure 1 : Schéma de principe de dismutation de I’eau par photocatalyse a) décrit par Fujishima et al’et b) envisagé dans
cette these. c) Mise en forme d’un matériau nanostructuré supportant la production d’hydrogéne.

Dans notre cas, la production d’hydrogéne nécessite I'emploi de catalyseurs car les
photosensibilisateurs seuls ne peuvent réaliser la réaction de dismutation de I'eau.® En effet, les
réactions d’oxydation et de réduction de I’eau sont des processus a deux électrons (Figure 1a). Enfin,
la réaction inverse peut aussi étre envisagée dans notre systéme pour produire de I'énergie a une
électrode (intégration dans une pile a combustible). D’autres réactions présentant un enjeu pour
I'humanité auraient pu étre envisagées comme la réduction du dioxyde de carbone (CO,) ou

I’oxydation de produits polluants.”

L'objectif phare des travaux dans ce domaine est la mise au point d’'un systeme artificiel qui
réaliserait la réaction de dismutation de I'eau avec |’énergie solaire comme unique apport
énergétique. Dans cette these, nous nous sommes attachés a concevoir un systéeme artificiel,
associant une nanoparticule et un catalyseur, et d’en étudier la capacité a effectuer des réactions
d’oxydoréduction photocatalysée. Ce travail est donc effectué en amont et a consisté notamment a
tester de nouveaux photosensibilisateurs qui ont la propriété remarquable de s’assembler dans des
phases denses et structurées. Dans ce chapitre introductif, les bases des propriétés photo-physiques
des photosensibilisteurs, utilisés dans ce travail, seront présentées dans un premier temps. Dans un
deuxieme temps, les caractéristiques des catalyseurs seront introduites. Les différentes voies de
modification de la surface des nanocristaux seront ensuite discutées dans une troisieme partie. Les
stratégies de mise en forme d’'un matériau via I’'assemblage des nanocristaux seront présentées dans

un quatrieme temps.
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2) Propriétés des photosensibilisateurs de taille nanométrique
Les propriétés spécifiques de la matiere a I'échelle du nanometre, sont liées au faible nombre

d’atomes constituant I'objet. Ces nanocristaux, composés d’un nombre « fini » d’atomes, ont des
propriétés optiques originales a mi-chemin des propriétés des molécules et des solides. En effet, de
nouvelles propriétés apparaissent par rapport au matériau massif car le nombre d’atomes en surface
de l'objet n’est plus négligeable par rapport au nombre d’atomes le constituant (le rapport
Surface/Volume augmente avec I'inverse de la taille). Par ailleurs, les nanoparticules peuvent étre
définies comme des objets ayant au moins une dimension inférieure & 100 nm.® Cette définition
englobe les nanoparticules d’origine naturelle (sable, poussiéres) et les nanoparticules créées par
'homme de maniere synthétique (nanotubes de carbone..) ou fortuite (particules de gaz
d’échappement...). Celles-ci peuvent étre amorphes ou cristallines et obtenues par de nombreuses
techniques (broyage, lithographie, synthése chimique, épitaxie par jet moléculaire...). Leur spectre
d’application est tres large allant du renforcement des propriétés mécaniques de matériaux aux
crémes solaires en passant par le biomarquage et la vectorisation en médecine.? Elles sont utilisées
notamment en catalyse en raison de leur grande surface spécifique. En effet, la superficie d’'un cube
de 1 cm de cété est de 6 cm?; |a superficie totale du méme cube découpé en petits cubes de 1 nm de
coté serait de 6000 m? (soit un terrain de football). Dans le cadre de cette thése, les nanoparticules

sont donc de bons candidats pour servir de support catalytique photosensible.

Dans ce travail de recherche, nous nous sommes attachés a développer des photensibilisateurs pour
diriger des réactions d’oxydo-réduction. Les photo-sensibilisateurs étudiés sont de taille
nanomeétrique, cristallins, soit métalliques soit semi-conducteurs. En particulier, les nanoparticules
semiconductrices, communément appelées quantum dots (QD, boites quantiques), possedent des
propriétés optiques de fluorescence dépendantes de leur taille. En effet, le libre parcours moyen des
électrons est fortement perturbé a cette échelle comme dans le cas des molécules; les porteurs de
charges occupent alors des niveaux d’énergie discrets par analogie avec les orbitales moléculaires.
Par ailleurs, les nanoparticules métalliques interagissent également fortement avec la lumiére et
peuvent atteindre des coefficients d’extinction encore supérieurs a ceux des QD. Ces
photosensibilisateurs seront ensuite pris comme support catalytique du fait de leur grande surface

spécifique.

Aprés une introduction générale sur les propriétés optiques des nanoparticules semiconductrices et
métalliques, nous justifierons le choix des photosensibilisateurs utilisés dans ce travail et décrirons

les méthodes utilisées pour leurs préparations.
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2.1) Propriétés générales des nanocristaux
2.1.1) Les nanocristaux semi-conducteurs

Le confinement quantique dans les nanocristaux semi-conducteurs : effet de taille.
Les électrons d’'un atome isolé occupent des orbitales composées de niveaux d’énergie discrets.
Quand un grand nombre d’atomes (>10%°) sont assemblés pour former un solide macroscopique, le

nombre d’orbitales devient trés grand et I'écart entre les niveaux d’énergie diminue. Ainsi, le

systéme transite vers un continuum d’énergie (Figure 2a).

a) 7 b)

| Objet 3D |

Confinement

Figure 2: Lien entre le confinement quantique et la taille des particules. Un objet (3D) peut étre réduit dans une
dimension (2D, « nanoplaquette »), deux dimensions (1D, batonnet quantique), trois dimensions (0D, boite quantique).
La réduction des dimensions de I'objet a une incidence sur la structure de bande du matériau. Plus le degré de
confinement augmente, plus les niveaux d’énergie deviennent discrets. a) Objet macroscopique (3D) (un panneau
solaire) ; b-d) Images de microscopie électroniques a transmission ; b) nanoplaquette cdse’; c) « Batonnets » quantique
cdse@cds™; d) Boites quantiques Pbs." Les courbes représentent la densité d’état (nombre d’orbitales par unité
d’énergie : D(E)) en fonction de I'énergie.

Par ailleurs, les nanoparticules semiconductrices sont composées de « quelques » atomes (@cgse=2
nm< 275 atomes'?), elles adoptent alors un comportement intermédiaire selon leur taille et leur
forme (Figure 2a-d). Cependant, méme pour un solide composé d’un grand nombre d’atomes, il
existe des niveaux d’énergie interdits qui forment la bande d’énergie interdite (band gap en anglais),
caractéristique des solides semi-conducteurs.”® Elle correspond & I'écart entre la bande de
conduction et la bande de valence. La bande de conduction (BC) est inoccupée (a T = OK) alors que la
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bande de valence (BV) est remplie (analogie HOMO/LUMO des orbitales moléculaires). Un apport
suffisant en énergie (E>Epange interdite) PErmet le passage d’un électron de la BV a la BC créant un site

vacant (un trou h*) dans la BV pour former une paire électron-trou appelée exciton (Figure 3a).
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Figure 3 : a) diagramme de Jablonski simplifié; b) Photographie de quantum dots CdSe de différents diamétres prise sous
illumination UV (A=365 nm) et les spectres de fluorescence normalisés présentés sur un graphique en trois dimensions
reliant la longueur d’onde d’émission ainsi que le diametre des nanocristaux. Source:
http://www.raytheon.com/newsroom/technology_today/2012_i1/quantom.html

L’apport d’énergie peut étre induit par une excitation lumineuse, un photon est alors absorbé pour
former un exciton dans le matériau. La désexcitation (recombinaison de I’électron de la BC avec le

trou localisé dans la BV) s’effectue selon des processus « radiatifs » et « non radiatifs ».

Les processus de recombinaison radiatifs sont a la base des propriétés de fluorescence des QD ol un
photon (Ephoton=Ebande interdite) €St €émis. Par ailleurs, la longueur d’onde du photon émis peut étre
retrouvée grace a la relation de Broglie (E=(hc)/A, h : constante de Planck; c : vitesse de la lumiére ;
A : longueur d’onde). Les propriétés optiques des QDs sont donc modulables avec le degré de
confinement quantique, c’est-a-dire leur taille. Ainsi, des variations de quelques nanomeétres du
diametre de QD de type CdSe permettent de balayer le spectre du visible (Figure 3b). De plus, ils
possédent un large spectre d’absorption et un spectre d’émission étroit. La brillance (probabilité
d’absorber et de réémettre un photon) des QDs est également élevée en comparaison avec les
fluorophores organiques : coefficient d’extinction (cm'l.M'l) - EQDz106>f|u0rescéine:105>sGFp:104. De
plus, les fluorophores organiques sont sujets au photoblanchiment (photo-dégradation) alors que les

QD ont une meilleure résistance a l'irradiation. Les QDs sont donc des marqueurs de choix en
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imagerie pour suivre in vitro I'activité cellulaire par exemple,’ méme si la cytotoxicité des

nanoparticules reste une limitation importante aux applications biomédicales.

Cependant, les processus de recombinaison non radiatifs sont a I'origine de la diminution du
rendement quantique (rapport entre les photons émis et absorbés) des QD. Les électrons peuvent
8tre piégés dans les défauts de la maille cristalline ou a la surface des QD.™ La cristallinité des
particules est donc trés importante pour diminuer les processus de recombinaisons non radiatif. De
plus, le confinement augmente les interactions de Coulomb a l'origine du phénomeéne de

15a

recombinaison Auger.”® Ces phénomeénes de recombinaison non radiatifs sont a I'origine du

« clignotement » des QDs (passage d’un état allumé a éteint).*®

Les nanocristaux semi-conducteurs envisagés dans ce travail sont choisis pour leurs propriétés de
photosensibilisateur et parce qu’ils peuvent étre le siege de réactions d’oxydo-réduction a leur
surface. Idéalement, les nanocristaux absorbent la totalité du spectre solaire tout en générant des
électrons de haute énergie qui peuvent ensuite étre utilisés dans des réactions d’oxydo-réduction.
L’énergie des porteurs de charges photogénérés est liée a la taille des nanocristaux. Ainsi, de petits
nanocristaux sont souhaitables pour générer des électrons de haute énergie. Cependant, ces
nanocristaux ayant une bande interdite large sont plus sensibles aux irradiations dans 'ultra-violet et
absorbent donc peu le spectre solaire. Un compromis relatif a la taille des nanocristaux doit donc

étre trouvé.

Choix de la composition.
Les nanocristaux semi-conducteurs sont issus de chalcogénures et peuvent étre classés par la

colonne d’appartenance de chacun des deux constituants du matériau. Les classes les plus courantes
sont dites I1/VI (colonnes 1IB et VIA du tableau de Mendeleiv) et 11I/V (colonnes IIIA et VA).' La
composition chimique module les propriétés optiques du nanocristal ainsi que I'énergie des porteurs
de charges photogénérés. La fluorescence des nanocristaux CdSe balayent le spectre du visible (400-

800 nm) alors que des nanoparticules de ZnO présentent une absorption dans 'UV (Figure 4a)."’
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Figure 4 : a) Variation de la bande d’énergie interdite (band gap en anglais) en fonction du rayon de nanocristaux de
composition différente. Source: CLEFS du CEA_n°52_été 2005_page 56. b) Le spectre du soleil. Source:
www.dionaeadiversity.com

La bande interdite du matériau se comporte comme un « filtre passe-haut ». Ainsi, les nanocristaux
ayant une bande interdite large (exemple : Eri0,=3.29 eV*®) absorbent principalement dans 'UV
(Figure 4a-b). Cependant, le spectre solaire (Figure 4b) est large et est particulierement intense dans
le visible et s’étend dans I'infrarouge. Il est donc préférable d’absorber largement ces énergies pour
maximiser le rendement de conversion du photosensibilisateur. Les semi-conducteurs composés de
CdS,™ Pbs,” Bi,S;,** CdSe?? et InP? sont les plus utilisés pour collecter la lumiére du visible.?* De plus,
de nouvelles stratégies d’empilement existent pour maximiser I'absorption du visible dans les cellules

solaires utilisant des quantum dots ayant une bande d’énergie interdite variable (Figure 5).°

g% 0
r n & ~
CB { . e(TiO,)
E:
A h & h
VB _ Green Orange Red
TiO, CdSeS

Figure 5: Couches de QD CdSeS de différentes composition (rapport Se:S variable, taille constante) déposés
successivement sur des particules de TiO, pour maximiser I’absorption dans le visible. Source : Santra et al®

Photocatalyse : maximiser la séparation des charges photogénérées
Le transfert des porteurs de charges du photo-sensibilisateur vers les sites catalytiques nécessite un

alignement de bande favorable pour les réactions d’oxydo-réduction. Le potentiel de réduction de la
cible doit étre inférieur a I’énergie de la BC. Inversement, la BV doit étre a un potentiel plus oxydant

gue la demi-réaction d’oxydation (Figure 6, Figure 7b).
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Figure 6 : Représentation schématique des différentes étapes de la photosynthése artificielle : Absorption d’un photon,

séparation des charges vers les sites catalytiques adéquate (des exemples de catalyseurs sont listés). Ici 'exemple de
J . . , 15b

photocatalyse concerne la réaction de dismutation de I’eau. Source : Woolerton et al

Les phénomeénes de recombinaison (radiatifs &non radiatifs) sont en compétition avec les processus
d’oxydo-réduction a la surface du nanocristal. Les phénoménes de recombinaison doivent étre plus
lents (durée de vie de I'exciton importante) que les cinétiques des réactions d’oxydo-réduction. Le
point important pour les réactions de photocatalyse dans les semi-conducteurs est la séparation des

1215 En effet, les phénomeénes de recombinaison radiatifs et non radiatifs

charges photogénérées.
doivent étre éliminés pour envisager des réactions d’oxydo-réduction photo-induites efficaces. De
plus, dans un semi-conducteur, le potentiel n’est pas constant mais change a I'interface du QD et de

713 ’efficacité de la photocatalyse dépend donc

la solution, ce qui définit la zone d’espace de charge.
de la compétition entre la séparation des charges, dans la zone d’espace de charge, et les
phénomeénes de recombinaison. Cependant les QDs (<10 nm) ne peuvent supporter une telle zone
d’espace de charge car celle-ci serait plus grande que les dimensions du nanocristal.”™® Pour les QDs,
des cinétiques de transferts d’électrons rapides sont alors souhaitées pour avoir une bonne
séparation des charges. Une alternative consiste a optimiser la composition et la forme du QD pour
obtenir une meilleure séparation des charges. En effet, la création d’une hétérojonction semi-
conducteur/semi-conducteur est une solution pour séparer efficacement les charges (selon

13,26

I'alignement des bandes). Ainsi, des panneaux solaires utilisent des QD absorbant dans le visible

reliés a une particule de TiO, pour générer des transferts électroniques en « cascade» (Figure 5).2>%
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Figure 7 : Schéma de QDs de composition cceur@coquille de type | et Il. L’alighement des bandes autorise ou non des
réactions d’oxydo/réduction avec deux couples Ox/Red. a) Dans le cas des QDs de type |, I'électron est confiné dans le
cceur de la particule dont I’énergie de la bande de conduction est inférieur a celle du potentiel Rédox, il ne peut y avoir
de réaction de photocatalyse. De plus le confinement favorise les recombinaisons radiatives. b) Pour les QDs de type II,
les charges photogénérées sont délocalisées et I'alighement des bandes est favorable a la réduction et I'oxydation des
deux couples Ox/Red.

Il est aussi possible de synthétiser des QDs ayant une géométrie cceur@coquille en choisissant
judicieusement la composition du cceur et de la coquille. La croissance épitaxiale d’une coquille dont
la bande d’énergie interdite est supérieure a celle du cceur permet d’obtenir des QDs de « type | »
(Figure 7a). Ces QDs ont de meilleures propriétés optiques car la coquille passive la surface du coeur
(diminution des niveaux de pieges surfaciques) et confine les porteurs de charges photogénérés. Les
QDs de type | (par exemple QDs CdSe@ZnSMb) peuvent atteindre des rendements quantiques
supérieurs a 50 % et sont particulierement adaptés a des applications pour I'imagerie. Inversement,
la croissance épitaxiale d’une coquille dont la bande d’énergie interdite est inférieure a celle du cceur
permet d’obtenir des QDs de « type Il » (Figure 7b). Ces QDs trouvent leurs applications dans le
développement de cellule solaire car la séparation des charges est tres efficace (exemple QDs

ZnSe/CdS”) ainsi que la photocatalyse.

Dans le but d’obtenir une séparation de charge efficace, une autre possibilité consiste a former des

13.28 | ors de I'établissement d’un contact

hétérojonctions métal/semi-conducteur (de type Schottky).
métal-semi-conducteur, il se forme une couche a l'interface dans laquelle la densité en porteurs de
charge est fortement abaissée (alignement des niveaux de Fermi). La barriere formée par cette
couche est appelée couche de déplétion ou couche d’épuisement (Figure 8b). Les niveaux de Fermi

restent en coincidence aprés le transfert d’électrons vers la bande de conduction du métal. Dans
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cette région du semi-conducteur, il reste par conséquent des ions donneurs chargés positivement et

pratiquement aucun électron.”
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Figure 8: a-b) Barriere de redressement entre un métal et un semi-conducteur de type n. Le niveau de Fermi est
représenté par une ligne brisée. a) avant contact, b) aprés contact (a I’équilibre).

Ici, Erm et Eps corespondent au niveau de Fermi du métal et du semi-conducteur respectivement
(Figure 8). Ec et Ev indiquent les positions de la bande conduction et de la bande de valence du
matériau semi-conducteur. ed,, et ed, représentent la différence en énergie entre le niveau du vide
et les niveaux de Fermi du métal et du semi-conducteur respectivement. eXs exprime la différence en
énergie entre la bande de conduction du semi-conducteur et le niveau du vide. Le terme w

représente la zone d’espace de charge.

2.1.2) Propriétés des nanoparticules métalliques.
Le comportement des électrons dépend de la nature du matériau (métal, semi-conducteur ou

isolant) ainsi que de l'espace accessible. A I'échelle du nanometre, les électrons sont confinés.
Cependant, les propriétés optiques des nanoparticules métalliques différent significativement des
nanoparticules semiconductrices. En effet, la densité en électrons des métaux est largement plus
importante que celle des semi-conducteurs.”® Les métaux nobles (Au, Ag, Cu) forment une nouvelle
classe de métaux car des propriétés « plasmoniques » dans le visible apparaissent a I'échelle du
nanometre en plus de leurs activités catalytiques.? Ils ont la propriété remarquable de confiner des
photons (a une certaine énergie de « résonnance ») a leur surface pour induire une oscillation
collective des électrons de la bande de conduction du métal (les électrons « libres »). Le confinement
de la lumiére a ces échelles de taille crée un « effet antenne » car les photons sont concentrés dans
un espace réduit (sub-longueur d’onde). Les phénomeénes radiatifs de fluorescence,*® de diffusion
élastique® (Rayleigh, théorie de Mie) et inélastique (Raman®?) peuvent ainsi étre amplifiés de
plusieurs décades. Les applications des particules d’or dans la littérature sont donc principalement
fondées sur la mise en ceuvre de capteurs ainsi qu’en imagerie. De plus, ces nanoparticules

19| Page
Hamon Cyrille



-Chapitre 1-

absorbent la lumiére (a une certaine fréquence de résonnance) et peuvent la convertir sous forme de
chaleur (effet photothermique). Leurs applications pour le diagnostic et la thérapie du cancer sont

également largement étudiées.*®

Relation entre le phénoméne de résonnance plasmon de surface et la taille des particules
L'intensité lumineuse est, lors de son passage a travers un milieu, réduite par des phénomeénes de

diffusion et d’absorption. Une relation simple, la loi de Beer Lambert décrit ce phénomeéne : A=e.l.c
(A est I'absorbance, € est le coefficient d’extinction (M™*.cm™), | est le chemin optique (cm) et c la

concentration (M™))

Figure 9 : Coupe de Lycurgus observée a) en réflexion et b) en transmission. © The Trustees of the British Museum.

Les particules d’or insérées dans un objet peuvent lui donner de nouvelles propriétés. Par exemple
les spectres de diffusion et de transmission d’un verre contenant des nanoparticules d’or ne sont pas
les mémes. Cette propriété est utilisée depuis des siécles pour la conception d’objets d’art comme la

coupe de Lycurgus qui apparait verte en réflexion et rouge en transmission (Figure 9a-b).

Les propriétés optiques des particules d’or, dues a leur faible dimension, sont dominées par les
oscillations du nuage électronique a leur surface. Ces oscillations, provoquées par le champ
électrique de la lumiére incidente, sont connues sous le nom de phénoméne de résonnance plasmon
de surface (SPR). Brievement, ces oscillations induisent une séparation de charges entre les électrons
libres et le métal (chargé positivement), une force de rappel coulombienne est alors exercée sur le
nuage électronique ; il en résulte une oscillation dipolaire du nuage d’électron libre et I'amplitude
des oscillations est maximale a une fréquence de résonnance dépendante de la taille, de la forme, de
la composition et de I'environnement de la particule (Figure 10). Les oscillations SPR induisent une
tres forte absorption de la lumiere, supérieure a la plupart des molécules organiques et particules
semi-conductrices (Epstonet d'or=10°>Eqredse@cas=10”>Equorescsine=10° M™.cm™). Ce phénomeéne physique
peut étre modélisé par la théorie de Mie pour de petites particules (<10 nm). Pour des tailles
supérieures a 10 nm, la polarisation n’est plus uniforme sur la surface de la particule, altérant la

condition de résonnance ; un décalage vers les plus grandes longueurs d’onde et un élargissement du
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29,34

pic d’absorption sont alors observés. Il est a noter que les particules de taille inférieure a 2 nm de

diametre ne montrent plus de bande d’absorption, ces petites particules sont alors considérées

29b

comme des clusters moléculaires avec des niveaux d’énergie discrets.
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Figure 10 : Schéma de l'interaction entre une lumiére polarisée et des particules d’or sphérique (A) ou en forme de
batonnets (B) et le nuage d’électron libre des particules. Le champ électrique incident (se propageant selon I'axe K) induit
I'oscillation cohérente et collective des électrons en interaction avec le cceur métallique chargé positivement. Cette
interaction dipolaire est résonante avec la lumiére incidente a une certaine fréquence dépendante de la taille et de la
forme des particules. Figure inspirée de Huang et al®

Dans le cas des batonnets d’or, I'oscillation du nuage d’électrons libres est possible selon les deux
axes du batonnet en fonction de la polarisation de la lumiere incidente (Figure 10). Il en résulte deux
bandes d’absorption dans le visible : la bande transversale (similaire a celle des sphéres) et la bande
longitudinale. La bande transverse est peu dépendante de la taille des nano-batonnets alors que la
bande longitudinale est décalée vers les plus grandes énergies lorsque le rapport d’aspect
(longueur/largeur) des batonnets augmente. Une équation tirée de la théorie de Gans® relie la
position de la bande d’absorption des batonnets (Aongitudinale) @vec leur rapport d’aspect (R) : Aiongitudinale
(nm):95R+420.29b' 35 pinsi, il est possible de couvrir le spectre solaire avec des batonnets d’or de

rapport d’aspect croissant.

2.2) Choix des photosensibilisateurs

2.2.1) Quantum rods CdSe@CdsS.
Dans cette thése, nous avons choisi de travailler avec des nanocristaux CdSe@CdS oblongues. Ce

sont de bons collecteurs de lumiére dans le visible™ ?*3¢ (EcdSe@cd5=2.107 M*t.em™).?
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Figure 11 : Alignement des bandes d’énergie de batonnets coeur@coquille CdSe@CdS ayant des structures type | et quasi

type Il. Dans le type | les porteurs de charges sont confinés dans le coeur. Dans le type Il, I’électron est délocalisé selon le
.z sz . 38

grand axe du QR et le trou localisé préférentiellement dans le cceur. Source : Wen et al

La forme en batonnet de la coquille permet une délocalisation selon I'axe longitudinal de I'électron,
tandis que le trou reste confiné dans le cceur. En effet, selon la taille du cceur, la particule transite
d’un état de type | a un état quasi-type Il ou les bandes de conduction du cceur et de la coquille sont
en coincidence et séparées par une barriére énergétique permettant une bonne séparation des

623539 Ainsi, les QR (batonnet quantique ou quantum rod en

charges photogénérées (Figure 11).
anglais) ayant un coeur de petite taille (#cgse<3 NM) sont quasi-type Il alors que les QR ayant un cceur

de plus grande taille (@c4se>3 Nm) sont de type 1.
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Figure 12 : Schéma de principe pour envisager des réactions de photocatalyse avec les QR CdSe@CdS de type II.

Dans notre cas, les QR CdSe@CdS quasi type Il pourront donc étre utilisés pour réaliser des réactions
d’oxydo-réduction photo-induites efficaces (Figure 12). Par ailleurs, les photons émis par ces
particules sont polarisés linéairement.”® Leur forme anisotrope leur confére également des
propriétés similaires a celles des cristaux-liquides.*' Le spectre d’application de ces particules est
donc trés large : imagerie,** fabrication de laser,”® photocatalyse,® filtres,** mise en forme de

matériaux.®

Dans ce travail de thése, des hétérostructures QR@Au ont également été synthétisées pour
maximiser la séparation des charges photogénérées. En effet, via la formation d’'une hétérojonction,
la séparation des charges est tres efficace ce qui est prometteur pour envisager des réactions rédox a

partir de ces hétérostructures.
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2.2.2) Batonnets d’or
Les technologies photovoltaiques tirent parti de ['utilisation de semi-conducteurs ou de

photosensibilisateurs organiques et sont d’un enjeu commercial grandissant avec I'appauvrissement

des énergies fossiles.” *¢

Il a été montré récemment (2011) que des photosensibilisateurs a base d’or
couplés a un semi-conducteur (TiO,) augmentaient le rendement de photoconversion.*’ En effet, la
forte dépendance des propriétés optiques des nanocristaux métalliques avec leur forme permet de

couvrir le spectre solaire.
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Figure 13 : Structure et mécanisme du systéme plasmonique autonome réalisant la réaction de dismutation de I'eau. a)
Schéma d’un systéme individuel montrant le batonnet d’or (Au nanorod, en jaune), la couche de TiO, décorée de
particules de platine réalisant la réaction :2H" +2e >H, et le matériau « Co-OEC » déposé sur les cotés du batonnet. b)
Cliché MET correspondant. c) Diagramme d’énergie proposé pour expliquer les mécanismes de transferts de charges.
Er=énergie de Fermi. Source®

Un article récent (2013) reporte un systeme permettant de réaliser la réaction de dismutation de
'eau (2H,0->2H,+0,).”® Dans ce systeme (Figure 13a-c), des batonnets d’or préparés par
électrodéposition collectent les photons du spectre solaire pour les convertir en une paire électron-
trou. Les porteurs de charges photogénérés migrent alors vers les sites catalytiques adéquats
(catalyseurs a base de platine et d’oxyde de cobalt). Ce systeme est plus stable que les systemes
basés uniquement sur des semi-conducteurs réalisant la méme réaction catalytique. En effet, il est
trés résistant a la photo-corrosion. Bien que l'or soit un métal noble (colteux), il pourrait étre
envisageable de I'utiliser pour des applications industrielles. En effet, a I'échelle du nanometre, les
guantités d’or mises en ceuvre sont modérées. Des nanoparticules d’or sont déja employées comme
catalyseur par les compagnies « 3M » ou bien encore « Mintek ».** L’objectif est de pouvoir réaliser
des systémes efficaces tout en limitant la quantité d’or introduite pour permettre Ia

commercialisation du produit.

2.3) Syntheése des nanocristaux

2.3.1) Syntheése des QR CdSe@CdS
Les syntheses chimiques de QD ont été développées apres les travaux pionniers du groupe de M. G.
Bawendi en 1993.'* *° Depuis, I'optimisation de ces synthéses a permis d’obtenir des nanocristaux
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monodisperses de forme et de composition trés variées.’' L’avantage de la synthése chimique en
solution par rapport a d’autres techniques (CVD, épitaxie par jet moléculaire, électrodéposition,
lithographie, pyrolyse laser...) est qu’elle ne nécessite pas de batis onéreux et est relativement simple
a mettre en ceuvre. Les QR envisagés dans ce travail sont donc synthétisés par voie chimique et sont
en suspension colloidale. De nombreuses applications des semi-conducteurs comme collecteurs de
lumiere, les utilisent sous forme de poudre. Cependant a cause de phénomeénes de diffusion, entre
13 et 76% de la lumiére incidente est perdue.’® La dispersion des particules dans un solvant permet

donc d’optimiser la collecte de lumiére.

3752 ot de P.

La synthese des QR CdSe@CdS a été mise au point par les groupes de H. Weller
Alisivatos®” puis optimisée par le groupe de L. Manna.” Au laboratoire, nous avons sélectionné le
protocole du groupe de L. Manna pour la synthése des nanocristaux. Cette synthése a été adaptée au
laboratoire par Thomas Bizien (these 2010-2013) et les détails de la synthése organométallique sont

présentés en partie expérimentale (page 184).
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Figure 14 : a) Principe de nucléation de croissance et de maturation des germes lors de la synthése organométallique.
Source : Thése Victor Roullier (2006-2009) au laboratoire. a-b) Clichés de microscopie électronique a transmission de (a)
QR CdSe@CdS et de (b) tétrapodes CdSe@CdS. Source : Talapin et al”

Brievement, la synthése des QR est réalisée en deux étapes : la synthése des coeurs CdSe puis la
croissance d’une coquille CdS anisotrope par hétéroépitaxie. Elle repose sur la différenciation dans le
temps des processus de nucléation et de croissance de germes. En pratique, les réactifs sont
rapidement injectés dans un solvant « coordinant» a haute température, vers 380 °C. La
concentration des précurseurs augmente alors brutalement au-dessus du seuil de nucléation, créant
une sursaturation qui induit la formation de germes pour diminuer cette concentration (1, Figure
14a). Dans le cas de figure idéal, tous les germes de cristaux se forment simultanément et
connaissent une croissance identique jusqu'a ce que les précurseurs dans la solution soient
consommés. Dans la plupart des cas, la croissance (2, Figure 14a) est suivie par un troisieme
processus, la maturation d’Ostwald (3, Figure 14a), qui entraine la croissance des particules les plus

grandes au détriment des plus petites, du fait des différences de potentiels chimiques. La maturation
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d’Ostwald tend a élargir la distribution de tailles. Ce processus est observé méme si la stabilisation de
la surface avec des ligands organiques limite ce phénomene. En arrétant la réaction avant la
maturation (par trempage thermique), des nanocristaux ayant une dispersion en taille trés réduite,
(de quelques pour cents) sont obtenus pour les germes de CdSe. Les échantillons se présentent sous
forme d’une solution colloidale de nanoparticules ayant un coeur cristallin passivé par une couche de
ligands organiques hydrophobes. Les ligands organiques sont I'oxyde de trioctylphosphine (TOPO), la
trioctylphosphine (TOP) et de I'acide d’octadecylphosphonique (ODPA).

La maille des cristaux CdSe obtenue est de type wurzite.'® En variant les conditions de synthese,?” il
est possible d’obtenir des cristaux CdSe de type zinc-blende, précurseurs pour obtenir des
« tétrapodes » CdSe@CdS (Figure 14c). Par ailleurs, il est possible de faire croitre une coquille CdS
(type wurzite) sur les coeurs CdSe (de type wurzite également) car les parametres de maille des deux
réseaux cristallins sont proches.”® Dans le cas des QR, la croissance de la coquille se déroule
également dans les mémes solvants coordinants (TOPO, TOP, ODPA) a haut point d’ébullition avec en
plus de I'acide hexylphosphonique (HPA). Les germes sont ajoutés au souffre dans le mélange
réactionnel contenant le cadmium a haute température (350°C-380°C)."° La croissance de la coquille
est préférentielle sur les germes de CdSe car I'énergie d’activation est plus basse pour la nucléation
hétérogéne (CdS sur CdSe) que la nucléation homogéne (formation de germes CdS isolés).”’ Le
controle cinétique de la forme de la particule est relié a la nature de la maille cristalline de type
wurzite qui est fortement anisotrope (selon I'axe c).>® De plus, a I'issue de la synthése, le germe CdSe
n’est pas placé au centre de la coquille mais excentré au % de la longueur totale du batonnet. Dans la
maille CdSe, selon I'axe c, les deux facettes ne sont pas symétriques, ainsi une des facettes est riche
en cadmium alors que l'autre est riche en sélénium. Il a été montré théoriquement la direction
privilégiée de croissance était la facette riche en sélénium.> En effet, les ligands de syntheése (HPA,
ODPA) ont une forte affinité pour les autres surfaces et favorisent la croissance dans cette direction.
Enfin, a I'issu de la synthese, les batonnets sont lavés et dispersés en solvant organique (toluene ou

chloroforme).

2.3.2) Synthése des nanoparticules d’or
Les premieres syntheses chimiques de nanoparticules d’or en suspension colloidale ont été décrites

par Faraday en 1850. Depuis, les syntheses chimiques n’ont cessé de s’améliorer (monodispersité,
stabilité, contrdle de la taille...). Principalement les méthodes de Turkevitch (1951)°> et de Frens
(1973)* consistent a réduire un sel d’or hydrosoluble dans I'eau grace a du citrate de sodium qui
joue aussi le role d’agent stabilisant. Enfin, la méthode de Brust (1994) ol un sel d’or est réduit dans
un milieu biphasique (eau/toluéne et en présence d’un agent de transfert de phase), conduit a des

colloides remarquablement stables grace a du dodecanethiol utilisé comme ligand.”’
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La synthése chimique des batonnets d’or a été développée plus récemment. Les groupes de Murphy
et d’El-Sayed sont les pionniers dans le développement et la mise au point de ces syntheses
chimiques. Ces groupes ont notamment développé une synthése en deux étapes passant d’abord par
la formation de germes puis la croissance d’une coquille par homoépitaxie dans une seconde
solution.’® Ils ont également développé une synthése en une étape ne nécessitant pas la formation
préalable de germes.”® Cette derniére synthése est plus rapide et permet de travailler & des
concentrations plus élevées en batonnets. Malgré la formation paralléle de particules isotropes, nous

avons utilisé cette voie de synthése décrit par Jana et al.>*> ®

Lors de la phase de nucléation, les germes précurseurs possedent différentes faces
cristallographiques ((111) et (100), Figure 15). Le tensio-actif cationique utilisé, le bromure de
CetylTrimethylAmmonium (CTAB), introduit en large exces, a une affinité différente selon les facettes
du germe (meilleure pour la face 100 que 111).5" Ainsi la croissance du nanocristal est privilégiée
dans une direction, aboutissant a I'anisotropie de forme de la particule. Les mécanismes de synthése
sont néanmoins plus complexes et encore le sujet de débats. Cette synthese fait notamment
intervenir des ions Argent (Ag’) et bromure (Br) importants pour obtenir des formes oblongues de

nanocristaux.>®® ¢

De plus, le groupe de Murray a trés récemment mis au point une nouvelle
synthése utilisant de I'oléate de sodium limitant I'utilisation des ions bromure qui améliore

significativement la monodispersité des batonnets.® Les détails de la synthése sont décrits page 182.

+ +
+ ¥ +*= ¥
a) interaction entre le CTAB et las b) croissance continue des
faces {100} des particules d'or batonnets selon 1 dimension
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Figure 15 : Schéma de principe de la synthése des batonnets d’or : réle du CTAB comme « moule » dans la formation des
batonnets. Inspiré de®**
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3) Des catalyseurs pour le développement de la filiere hydrogene.

3.1) Problématique : Trouver une alternative a I'utilisation du platine

Une pile a combustible produit de I'électricité en consommant de I’hydrogene et de I'oxygéne gazeux
avec comme produit de réaction de I'eau. Le principe de la pile a combustible a été décrit par
Humphry Davy en 1806 et le premier prototype remonte a 1839. Depuis, les lancements de missions
spatiales ont montré le potentiel de tels dispositifs. Pourtant, I’accessibilité de cette technologie pour
tous ne cesse d’étre repoussée a cause du colt des matériaux.”® Le platine est actuellement mis a
profit comme catalyseur dans les piles a combustibles pour produire et décomposer I'hydrogéne (de
maniére a stocker et a libérer I'énergie respectivement). En effet, ce catalyseur est le plus efficace
pour réaliser réversiblement la réaction de dismutation de I’eau. Cependant c’est un métal noble et
peu abondant sur terre, les co(its associés a son utilisation sont donc élevés. Ainsi, la moitié du prix
d’une pile a combustible provient de I'utilisation de ce métal. De nouveaux catalyseurs doivent donc

étre proposés par la communauté scientifique pour développer la filiere hydrogéne.

3.2) Catalyseurs envisagés dans ce travail
Dans le but de diminuer les co(ts de fabrication des piles a combustibles (et des électrolyseurs), il est

nécessaire de trouver de nouveaux catalyseurs efficaces (remplacer le platine). Un catalyseur est
caractérisé par plusieurs parameétres. En effet, un catalyseur « efficace » doit avoir une faible
surtension. Le phénoméne de surtension exprime la différence entre le potentiel électrochimique a
appliquer et le potentiel thermodynamique standard du couple rédox (couple H'/H, dans le cas des
piles a combustible étudiées ici). Par exemple, la réaction de dismutation de I’eau n’est possible qu’a
partir d’'une différence de potentiel théorique de 1.23V, soit une radiation de longueur d’onde de
1014nm (& pH=0, potentiel du couple H'/H,). En réalité, des tensions supérieures doivent é&tre
appliquées aux bornes de deux électrodes pour permettre la réaction & une certaine fréquence.*
Cette surtension d a la cinétique de la réaction au niveau de la surface de I'électrode peut étre
réduite en optimisant la nature chimique de I'électrode. Un autre parameétre important est
I'efficacité catalytigue ou «turnover frequency » (TOF). Il correspond a la fréquence de
fonctionnement du catalyseur a un certain potentiel. Il est possible de mesurer le TOF en
électrochimie (si le mécanisme de réaction est connu) en reliant le nombre d’électron échangé et la
quantité d’H, oxydée/réduite. Le TOF caractérise directement « I'efficacité » d’un catalyseur : plus il
est élevé, plus le catalyseur est efficace. Enfin, il est nécessaire que le catalyseur choisi soit robuste

(chimiquement stable) et que I'activité catalytique soit spécifique (pas de réaction secondaire).
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Figure 16 : Schéma de catalyseurs naturels et synthétiques pour la réaction de dismutation de I’eau : a) une hydrogénase
Fe-Fe et b) un catalyseur synthétique (Ni) greffé sur des nanotubes de carbone fonctionnalisés par des sels de
benzénediazonium grace a un couplage peptidique. Source : Le Goff et al.®®

Les hydrogénases (catalyseurs naturels) sont des métallo-enzymes qui catalysent de fagon réversible
la réaction de réduction des protons en hydrogene. Elles sont composées d’un site actif contenant
uniguement des métaux abondant sur terre (Ni et/ou Fe) profondément « enfoui » dans la protéine
(Figure 16a).™® Des relais électroniques (FeS) assurent la conduction des porteurs de charges entre le
site actif et le milieu environnant. La plupart des hydrogénases sont des catalyseurs réversibles
méme si une des réactions (d’oxydation ou réduction) est en général favorisée a cause d’une barriére
de potentiel. Les hydrogénases ont d’excellentes propriétés catalytiques: des TOF de plusieurs
milliers par seconde ainsi qu’une faible surtension.® Les excellentes performances des hydrogénases
servent de références pour synthétiser des catalyseurs bio-inspirés. Ces catalyseurs artificiels miment
68-

le site catalytique des enzymes et des catalyseurs a base de Nickel (Figure 16b),*>®’ Cobalt,®* ®® Fer,

% et Molybdéne’® ont été synthétisés (Figure 16b).
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Figure 17 : Schéma représentant les catalyseurs envisagés dans ce travail de thése.

Dans ce travail, des catalyseurs naturels (hydrogénase) et synthétiques (cobaloximes) ont été
envisagés en collaboration avec les équipes d’E. Lojou et de M. Fontecave respectivement (Figure
17). L'utilisation des catalyseurs synthétiques et des QR CdSe@CdS pour la production d’hydrogéne
objet de la thése de B. Boichard (2012-2015) au laboratoire, ne seront donc pas discutés par la suite.
Dans cette thése, nous nous sommes attachés a I'assemblage des QR avec une enzyme catalysant

I’oxydation de I’hydrogene (H,).

4) Fonctionnalisation chimique
« Fonctionnaliser » chimiquement permet de contréler les interactions entre la nanoparticule et son

environnement. L'étude de systémes colloidaux nécessite que les particules soient dispersées de
maniere stable par des ligands organiques ou inorganiques suivant la nature du solvant. La structure
de ces ligands est donc choisie avec soin pour permettre la dispersion des nanoparticules dans un
solvant. De plus, il y a souvent un intérét a remplacer les ligands issus de la synthese des
nanoparticules par des ligands fonctionnels pour disperser les colloides dans un solvant d’intérét,
introduire des groupes de reconnaissances spécifiques (ADN, Biotine/streptavidine) ou non
spécifiques (interaction électrostatiques). Différentes stratégies existent pour fonctionnaliser une
nanoparticule consistant a enrober la nanoparticule ou bien a remplacer les ligands initiaux par des
ligands d’une meilleure affinité pour la surface.
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4.1) Stabilité d’'une suspension de colloides
La dispersion des colloides dans un milieu est dépendante d’une énergie d’interaction totale (V;) qui

résulte de I'équilibre des forces attractives (V) de Van der Waals et des forces répulsives (Vg)
électrostatiques : Vi=Va+VR+Vs. Ici Vs correspond a I'énergie potentielle due au solvant, un parametre

négligeable devant I’équilibre des forces attractives et répulsives V, et V;.

vy
vy’

O =

(1) A estla constante de Hamaker et D la distance interparticulaire.
(2) QV, =2VV* V% g2YyVrv
(2) A estlerayon de la particule, VV 1a permitivité du solvant, k est fonction de la composition ionique et

¢ est le potentiel zéta (charge de la particule)

Cette théorie, décrite par Derjarguin, Landau, Verwey, Overbeek, est connue sous le nom de la
théorie de la DLVO.”* Les colloides dispersés dans un solvant sont soumis au mouvement Brownien et
peuvent rentrer en collision. La probabilité de collision est directement reliée au nombre de colloides
dispersés dans le milieu (a la concentration des particules dans le solvant). Si la barriére énergétique
(Vr) est suffisante (V>0) alors les particules sont bien dispersées. Inversement, si lors de la collision
de deux particules, la barriere énergétique n’est pas suffisante (V1<0), alors les particules adhérent
les unes aux autres conduisant a l'agrégation irréversible de la suspension. Il existe plusieurs
maniéeres de stabiliser efficacement une suspension de colloides (maximiser le terme de répulsion)
en introduisant des charges (augmenter le potentiel zéta) et/ou de les stabiliser par encombrement
stérique. De plus, les répulsions électrostatiques peuvent étre modulées par le pH et la force ionique.
La stabilité des colloides est donc sensible aux conditions de pH, de salinité du milieu dans lesquelles
elles sont dispersées ainsi qu’a leurs concentrations. La structure des ligands est donc choisie avec

soin pour permettre la stabilisation des nanoparticules.

4.2) Stratégies de fonctionnalisation

4.2.1) Encapsulation

Dans ce cas, la stratégie d’encapsulation consiste a enrober les ligands organiques issus de la
synthése et stabilisant les nanoparticules par des polyméres chargés ou hydrophobes. Le dépot
alterné de polyélectrolytes de charges opposés décrit par G. Decher en 1997 dans le cas de surfaces
planes peut étre appliqué aux nanoparticules.”” Cette méthode consiste a déposer des couches
successives de polymeéres de charges opposées sur une surface initialement chargée (Figure 18a-b).
Cette stratégie s’applique donc a des colloides initialement dispersées dans des solvants polaires.
Dans I'exemple Figure 18a, il est possible de contréler avec précision la distance entre la

nanoparticule et une molécule organique fluorescente.” De plus, cette stratégie peut également étre

30| Page



-Contexte et état de I'art-

utilisée pour passiver la surface d’une nanoparticule. Les nanobatonnets d’or sont stabilisés
initialement par du CTAB, un tensioactif cationique cytotoxique difficilement échangeable. Une
stratégie consiste donc a encapsuler les batonnets d’or par la stratégie du « layer by layer » pour des
applications médicales. Dans cet exemple, une sonde fluorescente peut étre relarguée des couches

de polyméres par photothermie (Figure 18b).”*

Stratégies d'encapsulation par des polymeéres

« Layer by layer » Micellisation
a} 10 couthis CJ
5 eouches hanon v bute
1 couche e UG-8
A\ o e PRS- A .
@ ? 1@ - '
] b
Layer-by-Layer = b
Assambly N : QAT
b} Latdaldal -1‘-?; ;;'\‘v: \1*.‘#:'1:;:"-:'\ d] :u 3
—p — 2
TR hwwws o
=Ty r"\-'\r 4 P
(| -fw /72 B
DD, # CTAR S o,
= A SERRL & q_c:} \)\ i /
" [ = L E} e pram e #ﬁ__n_,__' \]!.
& - G W Ry
- b i [ ] %ﬁ / 19 ) ¥
REG (Rrocaming 6G) i i  taver - ¥ E‘ v}
s S o = — _’F A —_ »
. wemmnes | 3 e il -
L | — o ;ﬁ, |
e Evaporate Add water =
== Phospholipid ﬁ Cruantum ot

Figure 18 : Différentes stratégies d’encapsulation de nanoparticules utilisées dans la littérature. a-b) Stratégie dite du
« Layer by layer »° c-d) Stratégie d’encapsulation par Micéllisation. a) Encapsulation de particules d’or sphérique
stabilisée par du citrate (9=13 nm) enrobées par des couches successives de polymeéres de charges opposés.73 b)
Encapsulation de batonnets d’or CTAB par des couches successives de polymeéres de charges opposés.74 c) Encapsulation
de QDs TOPO par des gallates PEGylés grace a des interactions de type Van Der Waals.”. d) Stratégie générale
d’encapsulation par micéllisation de nanoparticules hydrophobes grace a des interactions de type Van Der Waals.” e)
Stratégie d’encapsulation de QD par des phospholipides permettant leur biocompatibilité.78

Les nanocristaux initialement dispersés dans des solvants organiques toxiques (toluéne,
chloroforme...) peuvent également étre encapsulés par des polymeéres amphiphiles pour les stabiliser
dans des solvants polaires. L'encapsulation de QDs stabilisés par des ligands hydrophobes (TOPO)
grace a des interactions de type Van Der Waals a permis de les disperser dans I'eau (Figure 18c).”®

QDs-TOPO ainsi fonctionnalisés par des gallates PEGylés peuvent étre utilisés comme marqueurs
dans les cellules. Cette méthode d’encapsulation a été développée au laboratoire en 2009. Par
ailleurs, la stratégie d’encapsulation avec des phospholipides permet également d’augmenter la

biocompatibilité de QDs (Figure 18e).”® De maniére plus générale, la méthode d’encapsulation par
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des polyméres amphiphiles peut étre appliquée a tous les nanocristaux stabilisés par des ligands

hydrophobes a longues chaines (Figure 18d).”’
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Figure 19 : a) Schéma représentant une particule hybride composée d’un coeur métallique (Au) enrobé de molécules
fluorescentes (OG-488) dans une couche de silice. b) Cliché MET du cceur (Au). c) Clichés MEB des particules coeur-
coquille Au/silice/0G-488. Source Noginov et al’®

La surface des nanocristaux peut également étre passivée par des métaux ou des oxydes métalliques.
Dans le cas des QDs, la formation de particules de type coeur/coquille peut permettre d’améliorer les

propriétés optiques du coeur inorganique.'® °!

Par ailleurs, I'encapsulation avec des oxydes
métalliques (TiO,, SiO,...) est une méthode trés employée pour passiver la surface des nanocristaux.>
Ce procédé utilise des précurseurs de la silice tel que le tétraéthylorthosilicate (TEOS), et une
émulsion d’eau dans I'huile a pH basique est réalisée pour condenser la silice sur les particules
hydrophobes. Cette stratégie peut étre employée pour régler finement les distances entre le coeur et
un objet a proximité.”” Dans cet exemple, Noginov et al. démontrent un effet laser, I’émission

stimulée de photons (due au couplage exciton-plasmon) est générée par une molécule fluorescente

incluse dans une couche de silice enrobant une particule d’or (Figure 19a-c).

Ces stratégies d’encapsulation par des polymeéres et des métaux conduisent a des nanoparticules
remarquablement bien stabilisées. En effet, la surface des nanocristaux est passivée par ces
méthodes. Cependant, pour des applications en catalyse, il est souhaitable de favoriser les transferts
électroniques entre la nanoparticule et son environnement. Une autre stratégie de fonctionnalisation
qui favorise I'accessibilité de la surface des nanocristaux a donc été privilégiée dans cette these : la

stratégie de I'échange de ligands.

4.2.2) Echange de ligands
La stratégie d’échange de ligands consiste a remplacer les ligands initiaux a la surface d’'une

nanoparticule par des ligands d’une meilleure affinité pour la surface. La surface des nanocristaux
fonctionnalisés par cette méthode est plus accessible comparée aux stratégies d’encapsulation,
facilitant ainsi les transferts électroniques. En effet, le taux de couverture est moins grand et

I’épaisseur de la couche de ligands organiques plus faible.
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Le ligand utilisé pour échanger la coquille organique des nanocristaux posséde une fonction
d’ancrage d’une forte affinité pour la surface. L'affinité de la fonction d’ancrage pour la surface est
un parameétre déterminant sur la stabilité colloidale des nanocristaux. En effet, I’élimination des
especes libres en solution (par chromatographie d’exclusion stérique, centrifugation...) déplace
I’équilibre vers la désorption des ligands.®° Un ancrage robuste est alors nécessaire pour éviter la
désorption dynamique des ligands a la surface des nanocristaux. Selon la surface a fonctionnaliser,

plusieurs fonctions chimiques peuvent étre utilisées.

Dans le cas des nanoparticules d’or, plusieurs ligands peuvent étre utilisés. La synthése classique des
nanocristaux d’or sphérique est la synthése de Turkevich® ol les nanoparticules sont stabilisées par
du citrate. Elles peuvent également étre préparées en solvant organique avec de I'oleylamine, du
CTAB ou bien encore du decanethiol comme agent stabilisant.®' En effet les thiols (thiol, dithiol,
cystéine...) ainsi que les ponts disulfures ont une trés forte affinité pour les surfaces d’or.®? Dans le
cas des surfaces semi-conductrices (CdS, ZnS...) les ligands de synthese different selon les méthodes.
On peut répertorier les amines (oleylamine), les acides (acide oléique, acide phosphonique), les
oxydes phosphoniques (TOPO) et les phosphines (TOP). Contrairement a l'or, le groupe de H.
Mattoussi a montré que les « mono »-thiols ont une faible affinité pour la surface des nanoparticules
semiconductrices.® Leurs ligands sont des dérivés de I'acide lipoique et le greffage n’est possible
qu’aprés réduction du pont disulfure.?® En effet, les ponts disulfures ont une faible affinité pour les
surfaces semiconductrices alors que le greffage de dithiols est robuste. Enfin, le greffage d’histidines

sur les surfaces d’or et semiconductrices est aussi envisageable.14b

Le role de ces ligands stabilisant est double, ils permettent (1) de stabiliser la suspension colloidale et
(2) la surface des nanocristaux. En effet, la surface des nanocristaux présente des liaisons pendantes
a la surface du cristal en limite du réseau cristallin. En stabilisant ces liaisons pendantes, les ligands
« prolongent » la maille cristalline des nanoparticules. Ainsi, des modifications importantes des

propriétés optiques peuvent étre observées, selon le type de fonction d’ancrage utilisé.**” 8 & p

ar
exemple, le greffage de thiols est connu pour participer a I’extinction partielle de la fluorescence des
QDs de type CdSe. Cependant, un greffage identique sur des surfaces de CdTe conduit a une
exaltation de la fluorescence.*® Ce phénomeéne peut étre expliqué par la position des bandes
d’énergies de CdSe et de CdTe avec les orbitales moléculaires des thiols. Dans le cas de CdSe, le
greffage de thiols induit des niveaux de piéges supplémentaires, limitant les phénomenes de
recombinaison radiatifs (Figure 20). Inversement, dans le cas de CdTe, la passivation de la surface par

des thiols conduit a une exaltation de la fluorescence car les porteurs de charges sont confinés

(Figure 20).%
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Figure 20 : Schéma représentant les positions relatives des bandes d’énergies (CB/VB) de CdSe et CdTe par rapport aux
niveaux d’énergie (HOMO/LUMO) des thiols. La passivation des surfaces de CdTe par des thiols conduit a une exaltation
de la fluorescence car les charges sont confinées. Inversement, la passivation de surface de CdSe par des thiols conduit a
une extinctiosr; de fluorescence car les trous sont délocalisés dans I'orbitale moléculaire « HOMO » des thiols. Inspiré de
Wouister et al ™.

Mise a part la fonction d’ancrage, des groupements chimiques supplémentaires peuvent étre
apportés sur le ligand. L'introduction de chaines polyéthyléne glycol (PEG) favorise la solubilisation
du ligand (et donc des nanoparticules) dans un milieu polaire. Par ailleurs, les chaines alkyles peuvent
étre utilisées pour structurer la coquille organique par des interactions dipolaires de type Van der
Waals.®® Une autre stratégie pour avoir un greffage robuste (éviter la désorption) est de polymériser
in situ les ligands a la surface des particules. Enfin, le groupement terminal du ligand doit étre choisi
avec soin car il détermine la charge finale de la nanoparticule. De plus, il est possible d’introduire des

groupements de reconnaissance spécifique pour cibler les sites complémentaires.

Dans cette these, nous avons choisi de fonctionnaliser les nanoparticules par échange des ligands
initiaux avec des ligands peptidiques hydrosolubles présentant un ancrage tri-cystéine. Il est donc
attendu que ces ligands puissent se greffer aussi bien sur les surfaces métalliques que
semiconductrices. De plus, nous nous sommes attachés a explorer I'influence d’une chaine alkyle

dans la structure du peptide sur le taux de couverture des ligands a la surface des nanoparticules.

5) De la synthése de nanoparticules fonctionnelles a I'obtention de

nouvelles propriétés collectives.
L'organisation de nanoparticules (sur un substrat ou en solution) permet d’obtenir de nouvelles

propriétés d’ensemble.’” Par exemple, les nano-batonnets d’or présentent des propriétés

plasmoniques originales et les « points chauds » aux extrémités des batonnets peuvent amplifier des

32b, 88

signaux optiques (effet d’amplification Raman de surface). Le groupe de L. M. Liz-Marzan a

montré sur des assemblages de batonnets d’or que le facteur d’amplification des signaux Raman

32a

augmente avec le nombre de couches de batonnets.”™ Les nanocristaux sont alors assimilés a des

briques élémentaires pour élaborer de nouveaux matériaux. Différentes stratégies ont été mises en
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ceuvre dans la littérature pour assembler les nanoparticules: l'auto-assemblage en solution,
I'assemblage dirigé par un « moule », I'assemblage a une interface (liquide/liquide, liquide/air,
liquide/solide) et I'assemblage assisté par un champ de force (magnétique, électrique).’” Ces
assemblages de nanoparticules peuvent étre appelés super-cristaux c’est-a-dire des structures
fractales ol I'ordre cristallin est présent a plusieurs échelles (échelle de la particule, de I'atome et

éventuellement macroscopique).

Afin de fabriquer des électrodes photosensibles pour catalyser des réactions chimiques, la présence
de phases nanostructurées et denses sur I'électrode pourrait permettre d’augmenter la densité de
courant au niveau de ces électrodes. La structuration hiérarchique (a plusieurs échelles) des
nanoparticules est donc un point important pour élaborer ces matériaux. Dans cette partie, les
différentes méthodes d’assemblage sont discutées. Les exemples traités portent sur 'assemblage de

nanoparticules d’or et semiconductrices.?” #

De plus, nous nous limiteront ici aux cas des stratégies
d’assemblages dites « Bottom up », qui organisent des nanoparticules initialement en suspension

colloidales.

5.1) Propriétés « cristal liquide » des batonnets envisagés dans ce travail
Les batonnets métalliques (Au) et semi-conducteurs (CdSe@CdS) utilisés dans ce travail, sont des

objets anisotropes ayant une forme globale cylindrique en premiére approximation. Ces batonnets
ont une tendance naturelle a s’orienter dans la méme direction selon un ordre nématique. Ce

phénomeéne est thermodynamiquement favorable et a été décrit par Onsager en 1949*"

pour des
objets cylindriques: si le gain d’entropie translationnelle est supérieur a la perte d’entropie
orientationnelle (rotation) alors les cylindres s’alighent dans la méme direction. Ce phénomene est
uniguement dépendant du rapport d’aspect des batonnets (longueur/largeur) et sera plus marqué

pour des batonnets de rapport d’aspect élevé.
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Figure 21 : a) Ordre cristal liquide possible des batonnets : smectique B (ordre lamellaire et planaire), smectique A (ordre
lamellaire uniquement), colonnaire hexagonal (ordre planaire uniquement) et nématique (orientation des batonnets
dans une direction sans ordre planaire ni lamellaire). Source Hamon et al.*® b-c) Analogie des cristaux liquides avec des
objets cylindriques observables dans la nature : Un banc de poisson et des allumettes dans une boite respectivement. d-
e) Batonnets CdSe@CdS et d’or assemblés en phase smectique B par évaporation du solvant (vue de dessus « top » et de
coOté « side ») respectivement. d) Source : Zanella et al.® e) Source Alvarez-Puebla et al.?®

Les phases obtenues dans ce travail (Figure 21a) sont similaires a celles observées pour les cristaux
liguides (molécules anisotropes présentant des phases cristallines dépendantes de la température ou
de la polarité du solvant). L'analogie avec les cristaux liquides peut étre étendue a d’autres objets
anisotropes macroscopiques d’origine naturelle ou artificielle (phase nématique : Figure 21b et c
respectivement). Des phases ordonnées (lamellaire et planaire : smectique B) ont été obtenues dans
la littérature avec des batonnets d’or’”® et des batonnets CdSe@CdS.”* Dans ces deux exemples,
I’évaporation lente du solvant contenant les colloides induit leur organisation. Cette méthode
d’organisation correspond a un assemblage a linterface liquide/solide. D’autres exemples
d’assemblages a I'interface liquide/liquide ont été obtenus avec les QR.*? Malgré des organisations
locales (plusieurs um?) trés bien définies, la forme et I'organisation macroscopique des supercristaux
n’est pas contrb6lée par cette méthode. De plus, la hauteur du supercristal est souvent limitée a
quelques couches de batonnets. Ces méthodes d’assemblage a une interface liquide/solide,
correspondant a I‘évaporation d’une goutte, ont été utilisées dans cette thése notamment dans la

préparation des grilles de microscopie électronique.
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5.2) Auto-assemblages assistés par un champ de force.

Figure 22 : a) Schéma du systéme pour assembler des batonnets CdS (dans le toluéne) par électrophorése. Le substrat
(ITO, silicium, grille MET) est fixé sur 'anode avec un potentiel de 200V. b) Photographie d’un substrat d’ITO avant et
apres dépot des batonnets (1cm?). c¢) Image MET des batonnets (vue de dessus) assemblés dans une phase hexagonale.
d) Le substrat de silicium est clivé et révéle en MEB le réseau de batonnets alignés. Source Ahmed et al.”®

Il est également possible d’assembler les batonnets sur un substrat (ou en solution) grace a un
champ de force extérieur. S. Ahmed et al (Figure 22) reportent un assemblage 2D a I’échelle du

10 9% reporte également

centimetre dirigé par une champ électrique.”® Le groupe de L. Manna,
I'utilisation d’un champ électrique pour diriger I'assemblage de batonnets CdSe@CdS. Ces méthodes
conduisent a des ordres a trés longue distance mais I'ordre cristallin des batonnets est en général de
moins bonne qualité (ordre hexagonale colonnaire, Figure 21). Par ailleurs, les pinces optiques
peuvent &tre utilisées pour manipuler les nanobatonnets d’or.”® Cependant I'utilisation des pinces
optiques est limitée a la manipulation d’une particule unique. Ces méthodes d’auto-assemblage

assistées par un champ de force n’ont pas été utilisées dans cette theése.
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5.3) Auto-assemblages en solution
Interactions

Non-Spécifiques Specifiques

b)

—

Figure 23: a-b) Auto-assemblage de particules d’or sphérique dirigé par des interactions non spécifiques
(électrostatique) et spécifiques (hybridation de I’ADN) respectivement. a) Source : Kowalczyk et al.®® b) Source :
Macfarlane et al.”’

L'assemblage de particules en solution est gouverné par un équilibre des forces attractives (liaison
hydrogene ou covalente, électrostatique entre deux charges opposées, forces de déplétion ou bien
encore des interactions dipolaires) et des forces répulsives (encombrement stérique, électrostatique
entre deux charges identiques). Il existe deux grands types d’interactions pour diriger I'assemblage
en solution: spécifiques (reconnaissance biotine/streptavidine, hybridation ADN..) et non
spécifiques (électrostatiques...). Les interactions non spécifiques sont tres dépendantes de I'équilibre
des forces et dépendent entre autres de I'anisotropie des particules. Ainsi des superparticules
composées de batonnets CdSe@CdS ont été assemblées.** De plus, des forces de déplétion peuvent

9% ou d’or® et sont trés dépendantes de la

diriger I'assemblage de nanobatonnets CdSe@CdS
monodispersité des échantillons. Ces assemblages sont souvent réversibles et peuvent servir a
purifier une solution de colloides selon leur morphologie. Plus généralement, I’auto-organisation en

solution permet d’obtenir des géométries d’assemblage trés variées comme des chaines (1D),'* des

100c, 101 91, 101

structures planaires (2D) ou des cristaux tridimensionnels (Figure 23a-b). De plus, les

assemblages basés sur des interactions spécifiques permettent d’obtenir des structures cristallines

100c, 102

3D plus complexes (Figure 23b).

Dans le cadre de cette these, I'assemblage de batonnets d’or dirigé par des interactions
électrostatiques sera discuté. L'auto-organisation des batonnets d’or y est dirigée entre un ligand
peptidique chargé négativement, et le CTAB positivement chargé. De plus, les assemblages dirigés
par des interactions spécifiques seront aussi discutés (interaction biotine/streptavidine'® et

hybridation de I’ADN). Ces méthodes basées sur la reconnaissance spécifique de protéines ou d’ADN
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simple brin complémentaire nous ont permis de démontrer soit I'accroche d’un peptide sur des
nanobatonnets d’or et d’un sel de benzénediazonium sur les QR soit la formation d’hétérostructures

QR/Au « Janus » respectivement.

5.4) Auto-assemblages dirigés par un moule.
L'utilisation de moules est particulierement adaptée pour assembler les nanoparticules a une échelle

macroscopique: en 3 dimensions (Figure 24a et d) et de facon localisée (2D) sur un substrat (Figure
24b). Elles peuvent également étre utilisées pour assembler des nanoparticules dans des géométries

particulieres comme dans I'exemple présenté en Figure 24c, ou des nanoparticules d’or sphériques

104

ont été assemblées dans une géométrie hélicoidale sur un moule d’ADN.
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Figure 24 : a-d) méthodes d’assemblage utilisant un moule. a) Stratégie employée au laboratoire diriger ’assemblage en
cristaux 3D de quantum dots CdSe@2ZnS grace a des membranes lipidiques et de I’actine. (Henry et al.ms) b) Moule de
PDMS utilisé pour charger localement un substrat d’or afin de diriger un assemblage de particules en 2 dimensions.
(Aizenberg et al.ms) c) Assemblage de particules d’or sphériques sur la double hélice d’ADN-thiols pour former des hélices
de nanoparticules d’or. (Kuzyk et al.m) d) Assemblage macroscopique de nanoparticules d’or sphérique par évaporation
au sein d’un réseau de particules de latex. (Vakarelski et al.m)

Au laboratoire a été développée une méthode pour diriger la cristallisation en 3 dimensions (2011)
des quantum dots grace a une interaction électrostatique attractive avec des membranes lipidiques

105 Cette méthode a été étendue aux QR CdSe@CdS par Thomas

et une protéine autoassemblée.
Bizien (thése 2010-2013). Malgré une structuration en trois dimensions (Bizien, T et al. en
préparation), ces assemblages sont confinés dans des capillaires ce qui limite leur application pour la

photocatalyse. Par ailleurs, des méthodes existent dans la littérature pour localiser les assemblages
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sur un substrat (exemple Figure 24b) grace a des interactions électrostatiques. Cette méthode utilise
un moule en PolyDiMethylSiloxane (PDMS) pour « imprimer » les espéces chargées sur le substrat.’®
Malgré une bonne organisation macroscopique, ces assemblages sont limités en deux dimensions.
Des assemblages de nanoparticules d’or en trois dimensions ont été obtenus par évaporation du

107

solvant dans un réseau de billes de latex.” Cependant cette stratégie ne permet pas un assemblage

macroscopique.

Dans ce travail de thése, une nouvelle méthode d’assemblage développée par le laboratoire de
Physique de Rennes est appliqguée aux nanoparticules. Elle utilise une surface microtexturée en
PDMS de maniére a sécher les colloides sur le substrat de maniere contrélé. De plus, I'organisation
des batonnets (QR ou batonnets d’or) est facilitée grace a une chimie de surface judicieuse. Les
supercristaux sont en trois dimensions et un ordre multi-échelle est ainsi obtenu. Notre stratégie
combine donc les techniques d’évaporation lente a une interface liquide/solide et de I'utilisation
d’un moule. L'organisation hiérarchique des batonnets est un prérequis pour leur intégration dans

des systémes électrochimiques.
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6) Choix du systeme et présentation de la méthodologie

Dans ce chapitre bibliographique, les bases des propriétés photo-physiques et colloidales des
nanoparticules ont été introduites. L'objectif de cette thése est la mise en forme d’un systeme a base
de nanoparticules permettant de catalyser des réactions d’oxydo-réduction, comme la réduction des
protons de I'eau, induites par la lumiére soit en suspension colloidale ou soit en dépot par des
électrodes photosensibles. Les photosensibilisateurs étudiés sont de taille nanométrique car leur
grande surface spécifique permet d’envisager des réactions de catalyse efficace avec un tres bon
rendement de photo-conversion. Des nanoparticules semiconductrices oblongues (QR CdSe@CdS)
ont été envisagées dans ce travail car elles permettent de collecter la lumiére du visible tout en
séparant les charges photogénérées. Afin de maximiser I'absorption du spectre solaire, des
nanoparticules métalliques anisotropes ont été étudiées car leur spectre d’absorption est modulable
avec le rapport d’aspect. La chimie de surface des nanocristaux a été optimisée dans le but de les
rendre fonctionnels dans I’eau pour améliorer leurs propriétés photorédox et s’affranchir des ligands
organiques initiaux et de solvants toxiques. Les réactions de photocatalyse envisagées s’inscrivent
dans le développement de la filiere hydrogéene ou les catalyseurs a base de platine doivent étre
remplacés pour offrir des systémes, comme les piles a combustible, accessibles a tous. Les réactions
de production et d’oxydation de I'hydrogéne sont intéressantes pour stocker et libérer I'énergie
chimique respectivement et ont été étudiées au laboratoire. Nous nous sommes attachés a travailler

avec une hydrogénase catalysant la réaction d’oxydation de I’'hydrogéne.

L’optimisation des synthéses organométalliques a constitué la premiére partie de ce travail. Ensuite,
nous nous sommes attachés a échanger les ligands de syntheses initiaux des batonnets par des
ligands peptidiques originaux. Ces ligands peptidiques ont été en partie développés dans des travaux
antérieurs au laboratoire par Aurélien Dif (thése 2004-2008) et leur structure a été optimisée en
modifiant les groupes terminaux et/ou en introduisant une chaine alkyle. En effet, nous chercherons
a déterminer les avantages et les inconvénients de l'ajout de cette chaine hydrophobe dans la
structure des ligands peptidiques. Le choix de la coquille organique (épaisseur, hydrophobicité...)
enrobant les nanocristaux est un point important pour envisager des réactions de photocatalyses ou
d’assemblages a partir des nanobatonnets par la suite. Par ailleurs, ces ligands peptidiques sont
supposés se greffer aussi bien sur les surfaces métalliques que semiconductrices grace a une fonction
d’ancrage robuste de type cystéine. Dans le cas des batonnets d’or, peu de travaux reportent
I’échange du CTAB par des peptides. Grace a la versatilité de la chimie des peptides, nous allons

explorer les interactions électrostatiques entre le CTAB chargé positivement et les ligands
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peptidiques de charges modulables. La fonctionnalisation chimiqdes nanocristaux constitue le

deuxiéme chapitre de cette these.

Puis, dans le but de mettre en forme des électrodes photosensibles a partir des nanoparticules, une
nouvelle méthode de séchage a été utilisée pour réaliser un assemblage multi-échelle. Cette
méthode consiste simplement a appliquer une surface microtexturée en PDMS sur une goutte de
colloides. La surface a été développée a l'institut de physique de Rennes par F. Artzner (these M.
Postic) en collaboration avec L. Courbin. Nous chercherons a assembler les batonnets selon cette
méthode. De plus, en collaboration avec I'’équipe de C. Gosse (Laboratoire de Nanophotonique et de
Nanostructure, Marcoussis), I'assemblage sera caractérisé en microscopie électronique a balayage.
En effet, cette technique est tres performante pour caractériser a plusieurs échelles I'assemblage
obtenu. L'utilisation du moule de PDMS, pour diriger 'assemblage des batonnets, a également été
appliquée sur les suspensions de QR CdSe@CdS. Dans le cas des batonnets d’or, leurs propriétés
optiques collectives ont été mesurées. Ce travail a été effectué dans le cadre d’une collaboration
avec I'équipe de S. Ravaine (CRPP, Bordeaux) afin d’élucider les relations entre les propriétés
optiques et la structure des assemblages obtenus. Ces travaux concernant l'assemblage des

nanobatonnets sont présentés dans le troisieme chapitre.

Dans le quatrieme chapitre, les propriétés d’oxydo-réduction photo-induites des QR ont été étudiées
avant d’envisager des réactions de photocatalyses. Les propriétés photorédox des QR dépendent de
leur rapport d’aspect. Nous chercherons a discriminer I'activité photorédox des QR grace a
I'utilisation d’un chromophore hydrosoluble dont la cinétique de réduction devrait dépendre du
rapport d’aspect des batonnets. Si les QR sont capables de réduire cette sonde rédox, alors il pourrait
étre envisageable de photo-greffer des molécules organiques apres activation (par des réactions
d’oxydoréduction) de leur fonction d’ancrage. Dans cette optique, nous avons cherché a
photoréduire des sels de benzénediazonium a la surface des QR, connus pour fonctionnaliser de
nombreux types de surface. L'intérét de ce travail porte sur la post-fonctionnalisation de ces sels et
sur I'éventuelle dissymétrisation de la fonctionnalisation des QR.

Dans le but d’optimiser la séparation des charges au sein des QRs, nous nous sommes attachés a
réduire un sel d’or sur les QR. Ce travail a été réalisé en collaboration avec I'équipe de C. Aimé
(LCMCP/UPMC, Paris). En effet, comme nous I'avons évoqué précédemment, la formation d’une
hétérojonction métal/semi-conducteur permet de séparer les charges photogénérées. La premiére
partie de ce travail a consisté a optimiser le nombre de domaines d’or réduit par QR. Les différents
parametres de I'expérience ont été ajustés dans ce sens. Le sel d’or hydrosoluble utilisé dans ces

expériences a été choisi car il est fonctionnalisable avec des thiolates. La deuxieme partie de ce
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travail consiste a déterminer si les fonctions chimiques précédemment ajoutée au sel d’or restent

greffées a I'or aprées réduction du sel métallique.

Dans le cinquiéme chapitre nous nous sommes attachés a assembler un catalyseur naturel (une
hydrogénase) avec les QR. Ce travail a été réalisé dans le cadre d’une collaboration avec I'équipe d’E.
Lojou (CNRS UMR 7281, Marseille). L’hydrogénase (Hase) envisagée dans ce travail catalyse la
réaction d’oxydation de I’hydrogene. Dans un premier temps, les complexes QR@Hase ont été
synthétisés. Nous chercherons alors a trouver des méthodes d’analyses pertinentes pour caractériser
le greffage. En effet, il estimportant que I’'Hase conserve son activité catalytique aprés greffage sur la
nanoparticule. Dans un deuxieme temps, les complexes QR@Hase ont été étudiés en électrochimie
ol une excitation lumineuse peut étre appliquée pour mesurer les éventuels transferts électroniques

entre la particule semiconductrice et I'enzyme.
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Chapitre 2 : Fonctionnalisation des nanocristaux

Régir les interactions entre la particule et son environnement.

‘utilisation de nanoparticules nécessite 'emploi d’agents stabilisants afin de controler leurs

interactions. Tous les travaux effectués durant cette these sont basés sur la stratégie de

I’échange des ligands initiaux par des ligands d’une meilleure affinité pour la surface des
particules. Fonctionnaliser une particule consiste a modifier la surface de celle-ci pour : disperser les
colloides dans un solvant d’intérét, introduire des groupes de reconnaissances spécifiques (ADN,
Biotine/streptavidine) ou non spécifiques (interaction électrostatiques) ou bien encore pour moduler
ses propriétés d’oxydo-réduction photo-induites (photorédox). De plus, la structure du ligand devra
étre choisie avec soin selon les applications visées (Assemblage, Ciblage, photorédox). Dans ce
contexte, la chimie de surface est capitale pour préserver la stabilité colloidale des nanoparticules et
fonctionnaliser chimiquement les nanoparticules avec des (bio)molécules (hydrogénase, complexes
organométalliques), catalyseurs de réactions rédox, dans notre cas. Dans ce chapitre sera décrite la
stratégie employée pour stabiliser les nanoparticules. Ce chapitre sera divisé en deux parties, la
premiere concernant la fonctionnalisation de batonnets d’or et la deuxiéme la fonctionnalisation des
batonnets semi-conducteurs (QR). En effet, I'état de surface des batonnets a I'issue de la synthese
organométallique est différent : les batonnets d’or sont stabilisés avec un tensio-actif cationique, le
CTAB, soluble dans I'eau alors que les QR sont dispersés dans des solvants organiques grace a des

ligands phosphorés.
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2.1) Fonctionnalisation de nano-batonnets d’or.

2.1.1) Introduction et état de I'art.

Le phénomene a I'origine des propriétés optiques des batonnets d’or est la résonnance plasmon de
surface qui correspond a I'oscillation des électrons libres a la surface des batonnets. Il en résulte des
propriétés optiques originales qui peuvent étre modulées en fonction du rapport d’aspect des

batonnets.?*™ 3% |

"anisotropie des particules induit la présence de deux bandes d’absorption dans le
visible : la bande transverse et la bande longitudinale. Ces bandes correspondent aux deux modes de
déplacements du nuage d’électrons a la surface des batonnets perpendiculairement a leur grand axe
et parallelement a celui-ci respectivement. Ces bandes pourront étre notées TSPR (transverse surface
plasmon resonnance) et LSPR (longitudinal surface plasmon resonnance). Les propriétés collectives

ou individuelles de ces nanocristaux en font de bons candidats comme briques élémentaires pour

41a, 89c, 108 293,109

échafauder des matériaux optiques ou bien encore en imagerie.

Afin d’utiliser ces nanocristaux en biologie ou encore pour les auto-assembler, il est nécessaire de
remplacer le surfactant présent a la surface des batonnets a I'issue de la synthése : le Bromure de
Cetyl Trimethyl Ammmonium (CTAB). Bien que ce tensio-actif soit nécessaire lors de la synthése des
batonnets, le CTAB doit étre éliminé pour des applications biologiques (le CTAB est cytotoxique) et
les batonnets ainsi stabilisés ne sont pas stables dans la plupart des tampons.33b' 10| e CTAB est une
molécule amphiphile qui s’organise en bicouche interdigitée sur les batonnets leur conférant une

293, 61b, 111 N

trés nette charge positive. Comme le CTAB est trés difficile a remplacer, il existe de

nombreuses stratégies pour fonctionnaliser les batonnets. La plus couramment utilisée consiste a

échanger le CTAB par des thiolates PEGylés, les thiols ayant une trés forte affinité pour I’or.? %% 110

12 yne stratégie alternative consiste a échanger « en deux temps » les ligands en passant par un

113

solvant organique pour ensuite retourner en phase aqueuse. " Il est aussi possible d’encapsuler les

).”* 1% Une autre

batonnets par des polyméres négativement chargés (principe du « layer by layer’® »

114

approche consiste a synthétiser directement les batonnets avec le ligand d’intérét.” Cependant,

cette derniére approche conduit généralement a des nanocristaux mal définis morphologiquement.

Dans une premiere partie, le CTAB a été échangé par des alcanethiols PEGylés en vue d’assembler les
batonnets par séchage. Les méthodes d’assemblage, développées avec ces batonnets, sont détaillées
dans le troisieme chapitre (page 80), la cristallisation des colloides est dans ce cas dirigée par une
surface microtexturée en PDMS. Dans la deuxiéme partie, nous avons étudié I'échange du CTAB par
des peptides PEGylés. Des assemblages résultant directement de I’échange ont été caractérisés et

sont décrits dans cette partie.
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2.1.2) Echange du CTAB par des alcanethiols PEGylés en vue de préparer des assemblages
obtenus par séchage.

Fonctionnalisation
Le CTAB est une molécule amphiphile, présente en large excés (0,2M), permettant la croissance

anisotrope des particules d’or. Elle est composée d’'un ammonium quaternaire et d’une chaine alkyle
de 16 unités (Figure 25a). Les molécules de CTAB s’organisent en bicouche interdigitée a la surface
des nanocristaux leur conférant une tres forte charge positive. Dans le but d’assembler les batonnets
dans des phases denses, il est nécessaire de diminuer les répulsions électrostatiques.'*> Nous avons

en effet vérifié qu’aucune organisation des nanobatonnets n’était possible a une grande échelle avec

le CTAB.
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Figure 25 : (a) Structure chimique de MUDOL, MUDIC et du CTAB. (b) Gel d’électrophorése (agarose) de batonnets d’or
fonctionnalisés avec différents mélanges de MUDOL et MUDIC. Le puits contenant les particules sans alcanethiols
PEGylés est noté CTAB. (c,d) Spectres infrarouge de batonnets d’or lyophilisés fonctionnalisés avec CTAB ou MUDOL. Les
spectres ont été pris apres purification des espéces libres en solution par dialyse. Les spectres correspondants aux ligands
sont montrés comme références.

Il est possible par I'ajout de sels, de diminuer la portée de ces interactions répulsives.'® Il est aussi

possible d’assembler les batonnets via des « linkers » spécifique ou non,*%> ¢

ces derniers jouant
sur 'attraction électrostatique entre le CTAB et des molécules de charge neutre ou négative. Malgré
la trés forte répulsion électrostatique inter-batonnets, des structures organisées ont été obtenue par

séchage pour des batonnets CTAB.32* 63 108 1ldb

Dans ce cas, l'auto assemblage requiert une
concentration en surfactant de l'ordre de 20 mM, c’est-a-dire a une concentration largement
supérieure a la concentration micellaire critique (CMC) du CTAB (CMCc¢ras = 1ImM). Par ailleurs, la
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présence de ce tensioactif n’est pas souhaitée pour des applications biologiques car il est cytotoxique

109-110, 113a, 117

et s’adsorbe électrostatiquement sur de nombreux substrats. De plus, les batonnets

1106, 1132 1 a5t donc préférable

CTAB ne sont généralement pas stables en présence d’'un tampon.
d’échanger le CTAB a la surface des batonnets d’or. Nous avons donc échangé le CTAB par des
alcanethiols PEGylés (Figure 25a). Le produit commercial (1-mercaptoundec-11-yl)hexa(éthylene
glycol), noté MUDOL,*® est ici utilisé seul ou en mélange avec le (1-mercaptoundec-11-
yl)hexaéthylene glycol) acide carboxylique, noté MUDIC, afin de moduler les charges. La molécule
MUDIC a été préparée au laboratoire par C. Valéry, selon des protocoles décrits dans la littérature.**
MUDOL est une molécule non chargée alors que MUDIC est de charge négative a pH neutre. L'état de
charge de MUDIC dépend du pH et de la force ionique de la solution mais a des pH basiques (Figure
25a), MUDIC est chargé négativement (pKacarboxylate=4-5). Le ligand MUDOL apparaft étre un bon
candidat pour l'assemblage des batonnets. L'espaceur PEG introduit suffisament de répulsions
stériques et contrebalance les forces dipolaires attractives (Van der Waals) durant le séchage. Le

ligand MUDIC a été ajouté dans certaines expériences pour moduler les répulsions électrostatiques

afin de controler I'interdistance des batonnets.

Caractérisation de I'échange
Les batonnets sont purifiés de I'exces de CTAB avant I'échange de ligands par plusieurs cycles de

centrifugation/redispersion pour atteindre une concentration en CTAB de 0.5 mM (en dessous de la
CMC). 'échange du CTAB en faveur de MUDOL/MUDIC a été caractérisé par absorbance UV-visible,
spectroscopie infrarouge, sur des gels d’électrophorese et par zétamétrie. En absorbance UV-visible,
un décalage du pic d’absorption longitudinal des batonnets est observé vers les plus grandes
longueurs d’onde d’environ 20 nm (différence noire/rose, Figure 26). Cette observation démontre

2%, 120 poyr des quantités de MUDOL ajoutées

que I'environnement des batonnets a été modifié.
supérieures a 8000 éq par rapport aux batonnets, un quenching de l'intensité de la bande
longitudinale ainsi qu’un élargissement de la bande sont observés. Ces résultats pourraient

s’expliquer par une légére agrégation des nanoparticules consécutive a I’échange.
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Figure 26 : Spectre d’absorption UV-Visible des batonnets d’or (concentration: 0,27 nM) mesuré pour différentes
quantités de MUDOL ajoutées : 0 eq (—); 10 eq (—); 80 eq (—); 800 eq (—); 8000 eq (—).

De plus, les spectres infrarouges confirment I'échange (Figure 25c-d). Apres I'échange, les pics
caractéristiques observés pour les batonnets CTAB correspondant aux vibrations d’élongation des
groupements méthyles de 'ammonium quaternaire, antisym a 2956 cm™ et sym a 2869 cm™ ont
disparu. Nous pouvons remarquer que les batonnets MUDOL montrent des bandes similaires avec le
MUDOL seul, particulierement dans la région d’élongation des CH, entre 945 et 720 cm™, ainsi que
les vibrations d’élongation de la chaine PEG (O-CH,) a 1100 cm™. De plus, les positions des bandes
d’élongation des CH,, antisym & 2924 cm™ et sym a 2854 cm™, sont décalées a 2915 cm™ et 2848 cm™
respectivement, indiquant la cristallisation des chaines alkyles du MUDOL a la surface des

batonnets.™*

Le greffage de MUDIC et MUDOL a aussi été mis en évidence par un gel d’électrophorese (Figure
25b). Plusieurs mélanges contenant différents ratios de MUDOL/MUDIC ont été préparés sur le gel
ou les particules migrent différemment selon leurs charges. Cette technique démontre clairement
I’échange du CTAB en faveur des alcanethiols car les batonnets CTAB restent agrégés dans le puits,

ces derniers étant peu stables en présence d’un tampon.'?

Ici, la migration des colloides est
synonyme de greffage par les alcanethiols PEGylés. Pour des batonnets fonctionnalisés a 100 % avec
MUDOL, les particules migrent vers la cathode (électrode négative) indiquant une charge globale
positive des batonnets. Inversement les batonnets fonctionnalisés a 100% avec MUDIC migrent vers
I'anode (électrode positive) indiquant une charge globale négative des batonnets. Ces résultats
montrent que l'on peut inverser la charge surfacique des batonnets selon la nature du ligand
(MUDOL ou MUDIC) ajouté. Les mélanges de MUDOL/MUDIC montrent des migrations croissantes
avec la charge introduite en modulant les ratios de ligands (neutres et chargés) ajoutés. De plus, le
potentiel zéta (correspondant a la charge globale d’un batonnet) a été mesuré pour les batonnets

CTAB et MUDOL. Le potentiel passe de +55 mV pour les batonnets CTAB a un potentiel de +8 mV

pour les batonnets fonctionnalisés avec MUDOL. Ces résultats sont en adéquation avec ceux obtenus
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sur le gel d’électrophorese ou les particules MUDOL sont chargées positivement. Bien que MUDOL
soit non chargé (terminaison OH), une charge positive est mesurée et attribuée a la présence de

CTAB résiduel a la surface des batonnets.

Les différentes techniques mises en ceuvre ont permis de démontrer I'échange du CTAB par les
alcanethiolates PEGylés. Dans la suite de ce travail, nous avons essentiellement travaillé avec des
batonnets fonctionnalisés avec MUDOL mais aussi avec des mélanges 80/20 et 50/50

MUDOL/MUDIC dans le but de moduler les interactions électrostatiques.

2.1.3) Fonctionnalisation des batonnets d’or par des peptides PEGylés.

Introduction et état de I'art

Bien gu’il existe un nombre conséquent de ligands pour les nanoparticules d’or commercialement,
notre approche a été d’exploiter des ligands de type peptidiques précédemment developpés au

laboratoire***?®

afin de pouvoir varier la structure chimique suivant les applications visées (ciblage,
cristallisation de nanoparticules). Nous avons étudié I’échange du CTAB par des peptides PEGylés a la
surface des nanobatonnets d’or. La chimie des peptides est versatile et permet des combinaisons
infinies entre les acides aminés les constituant. De plus, il est possible de les faire synthétiser a facon
ce qui économise le temps de préparation. Actuellement ces ligands sont préparés a facon par
Polypeptide. En outre, les batonnets fonctionnalisés par des peptides sont prometteurs en biologie

33b

pour cibler des protéines et des cellules.” Ils sont majoritairement biocompatibles et il est facile

d’ajuster le groupement terminal avec la séquence peptidique. Des peptides (séquence CALNN) ont

124

été utilisés pour fonctionnaliser avec succes des particules d’or sphériques.”" Cependant, il existe

peu d’exemples dans la littérature de greffage de peptides a la surface de batonnets d’or. 3

+++++++ T é

Littérature: — N
2 Mapes ligandPEG & ¢ ‘ Peptide
L R F'S I
inker [
Bétonnets CTAB Bitonnets PEG
Batonnets peptide
] [ |
4t I
MNotre systéme: —
1 étape Peptides
R A PEGylés
Bétonnets CTAB Batonnets peptide

Figure 27 : Schéma illustrant la stratégie employée dans ce travail pour échanger le CTAB par des peptides PEGylés en
une étape en comparaison avec les travaux de la littérature (en 2 étapes).
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La plupart des exemples existants pour fonctionnaliser les batonnets sont fondés sur une stratégie en
deux étapes: le CTAB est d’abord remplacé par des ligands PEGylés puis le peptide d’intérét est greffé

86, 124b, 125 .
Ici

in situ par un couplage de type amide ou bien un « linker » sur les batonnets (Figure 27).
nous proposons une stratégie directe en une seule étape. Les peptides utilisés dans cette étude
comportent une méme ancre peptidiqgue composée de trois cystéines interagissant fortement avec la
surface des batonnets d’or. Ces peptides ont été choisis car ils ont été utilisés précédemment pour

14b, 123

fonctionnaliser des quantum dots CdSe@2ZnS au laboratoire. Il est a noter que I'utilisation des

trois cystéines n’est pas nécessaire pour les surfaces d’or. En effet les thiols interagissent déja
fortement avec ce type de surfaces pour former une monocouche auto-assemblée.t™™ 2% Le
groupement terminal de ces peptides a été modifié en introduisant un groupement acide aspartique
ou lysine afin de modifier la charge surfacique des batonnets. De plus, une chaine alkyle a été
introduite de facon a moduler I’hydrophobicité du peptide. Il faudra distinguer dans la suite de ce

travail, les peptides longs (avec une chaine alkyle) et les peptides courts (sans chaine alkyle) car les

phénomeénes d’assemblage, résultant de la fonctionnalisation, sont totalement différents.

Synthése et fonctionnalisation des bdtonnets d’or.

Caractérisation morphologique des batonnets d’or.

La synthése des nanobatonnets d’or s’effectue en une seule étape et en 20 minutes a partir de I'ajout
du réducteur, le borohydrure de sodium, selon les procédures décrites dans la littérature ;5%' &0 cette
synthése ne requiert donc pas la formation préalable de germes. Quelques sphéres sont observées
apres la synthése (Figure 28a). Les caractéristiques morphologiques des batonnets ont été mesurées
a partir de clichés MET par un logiciel de traitement d’image (Image J, annexe page 203). Le diameétre

moyen des batonnets est de 8+3.5 nm et leur longueur moyenne de 23+7 nm (les incertitudes sont

ici calculées a partir de la largeur a mi-hauteur des gaussiennes des histogrammes (Figure 28c-d)).
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Figure 28 : (a) Histogramme de taille de batonnets CTAB. Ce graphique montre le rapport entre les particules isotropes
(placées sur une droite de pente y=x) et les particules anisotropes (placées sur une droite de pente égale au rapport
d’aspect des batonnets). b) Image MET de batonnets d’or synthétisés au laboratoire. c-d) Histogrammes correspondants

a la largeur et la longueur des batonnets respectivement.
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Présentation des peptides utilisés pour fonctionnaliser les batonnets d’or.

a

Ligand
exchan ge

s e T O NG,

C,AE,CO,H

H

CiAE,

0

Figure 29 : a) Vue schématique de I’échange de ligands. b-c) Formules développées des peptides utilisés pour I’échange
de ligands ; b) peptide court de différentes charges : négativement chargé (C;EgD), positivement chargé (C;E¢K) et non
chargé (C3Eg). c) peptides longs comportant une chaine alkyle (A;;) négativement chargé (C;A;;E4CO,H) ou non chargé
(C3A11E4)'

Le CTAB est échangé en présence d’'un exces de peptides PEGylés (Figure 29). Tous les peptides
possédent une ancre composée de trois cystéines (Cs), (rouge, Figure 29b-c). La présence d’un
groupement polyéthylene glycol (PEG noté Eg) comme espaceur augmente la solubilité du peptide
dans I'eau et introduit des répulsions stériques entre colloides grace aux forces d’Helfrich**® (bleu,
Figure 29b). Différents groupes terminaux peuvent étre introduits (vert, Figure 29b) pour moduler la
charge : acide aspartique (négatif, noté D), lysine (positif, noté K) ou non chargé via une amide. Les
peptides C3A;1;E4CO,H et C3A1E, ont été testés pour évaluer I'importance de la chaine alkyle. lls
possédent globalement la méme structure mais possédent en plus une chaine alkyle (Ai;) (noir,

Figure 29c) un espaceur PEG de 4 unité (E,) (bleu, Figure 29c) et deux groupes terminaux (vert, Figure
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29c), un acide carboxylique (CsA;1E,CO,H) et une amide (C3Ai:E4). Ces deux derniers peptides
devraient en effet donner un meilleur taux de couverture a la surface des batonnets car les chaines

86, 127

alkyle sont connues pour structurer la coquille organique a la surface des particules, en formant

une monocouche avec des interactions de Van der Waals stabilisantes entre les chaines alkyles.

Les batonnets sont caractérisés par deux maxima d’absorption dans le visible (noire, Figure 30), la
LSPR (bande longitudinale) est positionnée dans le proche infra-rouge a 750 nm et la TSPR (bande
transverse) autour de 510 nm. Aprés deux cycles successifs de centrifugation/redispersion dans I'eau

pour éliminer I'excés de CTAB, la concentration en CTAB est estimée a 0,5 mM.
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Figure 30 : Spectres d’absorption UV-visible obtenus durant la titration des batonnets d’or (10'9M) par une solution de
peptides C3E¢D (10mM). Insert : décalage correspondant au A,., de la bande LSPR pour une quantité de peptides ajouté
avec comme référence la position A, de la bande LSPR des batonnets CTAB.

Caractérisation chimique de la surface des batonnets aprées échange.
Dans le cas des batonnets fonctionnalisés avec C3EgD, le greffage des peptides a été caractérisé par

spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR, Figure 25a-b).
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Figure 31 : Spectres Infrarouge de batonnets lyophilisés apres purification des espéces libres en solution par dialyse. a)
CTAB et b) Peptide court C5E¢D. Les spectres correspondant aux ligands seuls sont montrés comme référence.

Ces spectres ont été enregistrés apres purification par dialyse en présence d’une résine échangeuse
d’ions, c’est-a-dire que I'on caractérise uniquement les ligands a la surface des batonnets. La zone
des amides vers 1546 cm™ (Figure 31b) démontre clairement le greffage des peptides sur les
batonnets. De plus, les bandes caractéristiques du peptide C3EsD dans la région de vibration
d’élongation des C-H & 830-720 cm™ sont aussi observées sur les batonnets CsE¢D. Cependant, la
présence d’un signal important venant des bandes de vibration d’élongation des CH, (2917cm™ et

2849 cm™) sur les batonnets C;E¢D indique que le CTAB n’est pas complétement échangé.

Afin de valider la fonctionnalisation des batonnets par des peptides, un peptide fonctionnalisé avec
une biotine noté C;(SG);B (vert, Figure 32b), comportant une ancre tri-cystéine (rouge) et un
espaceur peptidique serine-glycine (bleu) a été introduit. Un mélange de peptide (3 :1) C3EgD et
C3(SG)3B a été utilisé pour fonctionnaliser les batonnets. Ce produit a été préparé et donné par le

laboratoire de J. Piehler (Allemagne).

‘ Peptide C5(SG);B

Figure 32 : a) Photo de deux échantillons contenant des billes d’agarose streptavidinées et i) Batonnets d’or avec C3EgD
seul et ii) Batonnets fonctionnalisés avec un mélange de C3E¢D et C;5(SG);B (ratio 3 :1). Les images ont été prises apres
plusieurs lavages afin d’éliminer les nanoparticules d’or non fixées sur les billes d’agarose. b) Formule développée du
peptide C;(SG)3B.

55| Page
Hamon Cyrille



-Chapitre 2-

Apreés purification des peptides libres en solution (grace a une colonne d’exclusion stérique), les
batonnets sont incubés en présence de billes d’agarose streptavidinées. Aprés lavage par
centrifugation/redispersion dans I'eau pour éliminer les batonnets non greffés, les billes incubées en
présence des batonnets fonctionnalisés avec C3(SG)sB présentent la couleur typique des batonnets
d’or (Figure 32a-ii). L’échantillon témoin (incubé avec batonnets sans biotine) est incolore car il n'y a
pas eu de greffage des batonnets sur les billes. Ces observations sont dues a la trés forte interaction
biotine/streptavidine. Cette expérience montre I'efficacité du greffage du peptide biotine a la surface

des batonnets.

Auto-assemblage des bdtonnets d’or en solution durant I'échange de ligands avec les
peptides courts.

Evolution des propriétés optiques.

L’évolution des propriétés optiques durant I'échange réveéle un assemblage dynamique des
nanobatonnets. En effet, lors de I'’échange du CTAB avec des quantités croissantes de peptides C3EgD,
des décalages en longueur d’onde trés importants ont été observés de facon systématique en
spectroscopie UV-visible (Figure 30). L'évolution des propriétés optiques des batonnets est
clairement visible par le changement de couleur de la solution : initialement de couleur marron,
virant au bleu pour revenir a la couleur initiale. Les spectres ont été enregistrés aprés 12h
d’incubation pour s’assurer de la stabilité temporelle des échantillons. En effet, 'échange étant
dynamique, les spectres UV évoluent dans le temps et I'ordre de grandeur caractéristique de la

cinétique est d’1h.

Pour de petites quantités de peptides ajoutées, un décalage important vers les petites longueurs
d’ondes (A.”®") de la bande longitudinale atteignant un maximum de 60 nm a été observé (Figure 30).
Un décalage vers les plus grandes longueurs d’onde (A.°"®) a finalement été observé en présence
d’un exces de peptide. En parallele, de légers décalages de la bande transverse sont observés vers le
rouge puis vers le bleu. Des observations similaires ont été faites durant I’échange du CTAB avec le
peptide court C3Es (Figure 33a). Cependant, lors de I'échange avec le peptide C;E¢K (positivement
chargé) seul un décalage vers le rouge de la LSPR est observé (Figure 33b). Ces expériences indiquent
que les changements des propriétés optiques des batonnets lors de I'échange avec le peptide
négativement chargé C3;EsD et neutre C3Eg sont liés a leurs charges. Ces décalages importants des

bandes suggeérent la présence d’agrégats en solution. Par la suite, les décalages de la bande

bleu rouge

longitudinale vers les plus courtes ou plus longues longueur d’onde sont notés A.”°" ou A,

respectivement. Ces décalages sont accompagnés également de modification de position de la bande

bleu rouge

transverse (A" ou A7 %) mais le décalage est considéré négligeable devant ceux de la bande

longitudinale.
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Figure 33 : Spectres d’absorption UV-visible obtenus durant la titration des batonnets d’or (10'9M) par une solution de
peptides (10mM). a) avec C;E; et b) avec GEgK.

Gel d’électrophorése sur agarose.
Dans le but d’élucider la nature des interactions entre particules, le greffage de C;E¢D a été suivi par

14b, 90

la technique d’électrophorese sur gel d’agarose (Figure 34). Les batonnets CTAB sont incubés

rouge

avec une petite quantité (A.°®") ou une grande (A,°"*%) quantité de peptides C;E¢D. Sans étape de
purification, les batonnets ne migrent pas a cause de la présence d’agrégats en accord avec leurs
propriétés optiques. Il est possible d’éliminer les agrégats par une colonne d’exclusion stérique. Les
échantillons purifiés migrent vers 'anode (électrode positive) ce qui démontre que les batonnets
sont négativement chargés. Cette étape de purification montre qu’il est possible de séparer les

agrégats des batonnets libres car la migration des batonnets C3E¢D est uniforme et que les batonnets

sont bien négativement chargés en accord avec la charge du peptide.
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Diffusion dynamique de la lumiére.
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Figure 34 : dosage de batonnets d’or CTAB (10'9M) avec une solution de peptide (10 mM) : suivis de I'évolution du
diameétre hydrodynamique (rouge) et du potentiel zéta avant purification (bleu) et aprés (violet) : a) C;E¢D négativement
chargé ; b) C3E¢ non chargé ; c) C;E¢K positivement chargé ; d) Image d’un gel d’électrophorése sur 0.5 % agarose dans un
tampon TBE chargé avec des batonnets C3;EgD montrant un décalage de la LSPR vers le bleu (puits 1 et 3) ou un décalage
de la LSPR vers le rouge (puits 2 et 4) en spectroscopie UV-visible. Ici puits 1-2 avant purification et 3-4 apres purification
sur une colonne d’exclusion stérique. Conditions de migration : E=3.3 V.cm™ durant 45 min.

De maniere plus quantitative, les évolutions du diameétre hydrodynamique et du potentiel zéta des
batonnets ont été suivies par diffusion dynamique de la lumiére (DLS) durant le dosage.
Premiérement, dans le cas des batonnets C;E¢D, des agrégats sont progressivement formés en
solution (Figure 34a) et le potentiel zéta mesuré diminue. Une purification sur colonne d’exclusion
stérique nous permet ici de mesurer la diffusion de la lumiere provenant uniquement des batonnets
dispersés et élimine la contribution du CTAB en solution qui participe au potentiel zéta moyen (violet,
Figure 34a). Aprés purification, le potentiel zéta diminue progressivement jusqu’a atteindre un
plateau correspondant a une valeur finale de -12 mV (violet, Figure 34a). Ces expériences montrent
que les batonnets changent de charges au cours du dosage en accord avec un échange progressif du
CTAB par le peptide. La méme expérience a été faite pour C3Eg et C3EgK (Figure 30). Dans le cas du
peptide neutre C;Eg, le potentiel zéta diminue de 10 mV et I'agrégation des colloides est observée
pour de plus grandes quantités de peptides ajoutés (Figure 34b). Dans le cas du peptide positivement

chargé Cs;EgK, le potentiel zéta augmente de 10 mV et aucune agrégation n’est observée (Figure 34c).
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Ces résultats démontrent que I'agrégation est dirigée par des interactions électrostatiques lors du
dosage. L’échange progressif de ligands entre le CTAB positivement chargé avec C;EsD et C3Eg induit
une diminution de la charge des batonnets jusqu’au changement de signe (positif vers négatif).
L’agrégation observée en parallele est attribuée a la diminution des interactions électrostatiques
répulsives trés importantes due au CTAB initial. De plus, la taille des agrégats peut étre reliée
directement aux propriétés optiques mesurées en spectroscopie UV-visible. Lors du dosage des
batonnets avec C;EgD, la formation de petits agrégats est liée a un décalage de la LSPR vers le bleu

(8."®"), pour de faibles quantités de peptides ajoutés et la formation de plus gros agrégats est liée a

rouge

un décalage de la LSPR vers le rouge (A, °"*%), pour de fortes quantités de peptides ajoutés.

Etude de la structure des agrégats obtenus avec le peptide court C3EsD.

En microscopie électronique.
Dans le but de mieux comprendre le lien entre la taille des agrégats et leurs propriétés optiques, la

rouge

structure des petits agrégats A,"®" et des gros agrégats A, a été étudiée. Les batonnets peuvent

s’orienter selon deux directions principales : cote a c6te ou bout a bout. L'orientation relative des
batonnets affecte leurs propriétés optiques et des couplages plasmoniques interviennent lorsque les

batonnets sont suffisamment proches. Le couplage plasmonique entre les batonnets dépend de leur

bleu rouge

orientation: l'arrangement des batonnets cOte a coOte induit des A, ainsi qu’un Ag et

rouge 128

I'arrangement des batonnets bout a bout un A, Les couplages plasmoniques induits par les

autres géométries d’assemblage de batonnets d’or, ont été largement étudiés par simulation et/ou

100c, 1282, 129 cas couplages peuvent étre compris simplement a partir de la Figure 35,

par I'expérience.
les batonnets ont initialement des propriétés optiques dépendant de leur rapport d’aspect (Figure

35h).
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Figure 35 : a,b,c) Spectres UV-visibles de batonnets d’or a) assemblés cote a cote, b) dispersés en solution et c) assemblés
bout a bout. Dans le cas des batonnets assemblés cote a cote et bout a bout on augmente et diminue respectivement
I'isotropie des objets. Ceci est illustré par les schémas associés aux graphiques.

59| Page
Hamon Cyrille



-Chapitre 2-

Le fait de les assembler dans la géométrie cOte a c6te ou bout a bout (Figure 35 a-c) revient a
considérer des batonnets de plus faible ou de plus grand rapport d’aspect respectivement ; le pic

longitudinal est alors déplacé vers les plus courtes ou grandes longueurs d’ondes respectivement.

Figure 36 : Images MET représentatives de batonnets d’or séchés sur une grille obtenus lors du dosage avec GE¢D. a)
pour de petites quantités de peptides ajoutées (LSPRy.c,). b) pour de plus grandes quantités de peptides ajoutées
(LSPR;ouge)- Echelle 100 nm.

Des images MET typiques des assemblages obtenus a partir des échantillons A" et A,"®® sont
montrées en Figure 36 a et b respectivement. Dans les deux cas, les batonnets s’auto-organisent en
agrégats de plusieurs dizaines de particules. lls s’assemblent cote a céte avec une interdistance
latérale moyenne de 3 nm (interdistance déduite de mesures effectuées sur les images MET). Cette
faible valeur est cohérente avec I’échange du CTAB par des peptides a la surface des batonnets. En
effet, dans le cas des batonnets CTAB, l'interdistance latérale mesurée est d’environ 4 nm. Dans les
deux échantillons (Figure 36a-b), des agrégats ou les batonnets sont bout a bout sont observables.
Cependant, il est difficile ici de discriminer les échantillons et donc de conclure sur le lien entre la
structure des agrégats et leurs propriétés optiques. En effet, la préparation des grilles de MET
classique implique une étape de séchage qui peut perturber I'organisation initiale des batonnets par

des réarrangements.

Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS).
Dans le but de palier aux phénomenes de séchage, des expériences en SAXS (Small Angle X-Ray

Scattering) ont été faites in situ en solution. Ces expériences ont été réalisées au synchrotron SOLEIL
sur une ligne a haute brillance dans des capillaires de 1,5 mm de diametre (C°b§tonnet5:10'8M). Elles ont

été réalisées par T. Bizien et F. Artzner en collaboration avec I'institut de physique de Rennes.
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Figure 37 : a)Spectres SAXS de batonnets d’or fonctionnalisés avec CTAB (1, noir) peptide C3E¢D correspondant a un
LSPRyie, (2, bleu) et peptide C3E6D correspondant a un LSPR,. (3, rouge). b) schéma de I'évolution de la charge
surfacique des batonnets d’or et de la structure des assemblages au cours du dosage des batonnets CTAB par le peptide
CsEqD.

Les batonnets CTAB sont utilisés comme référence de I'expérience SAXS (1, Figure 37a), aucun pic
n’est dans ce cas observé, ce qui est en accord avec des batonnets bien dispersés avant le dosage.

bleu

Dans le cas des batonnets A" (2, Figure 37a) un pic ayant une pente importante a 0,0065 A™

rouge

indique la présence d’agrégats non structurés en solution. Dans le cas des batonnets A, (3, Figure
37a), deux pics de Bragg correspondants a des parametres de réseaux de 18.5¢1 nm et 10+1nm sont

observés. Ce dernier spectre correspond a de plus gros agrégats ayant une meilleure structuration.

On ne peut conclure quant a la structuration des agrégats en solution pour les batonnets AP Afin
de mieux comprendre l'organisation des batonnets au sein de ces agrégats, les images MET
correspondantes a cet échantillon ont été analysées par transformée de Fourier. Les images MET
sélectionnées (Figure 38) obtenues a partir des échantillons ayant des propriétés optiques décalées
vers le bleu montrent : de petits agrégats amorphes (Figure 38-1), des agrégats bien organisés (Figure
38-2), des batonnets dispersés (Figure 38-3) et de larges agrégats amorphes (Figure 38-4). Ces images
ont été analysées par transformée de Fourier rapide (FFT en anglais) grace au logiciel Image J. Les
intégrations radiales correspondantes sont comparées avec les données expérimentales (Figure 38).
Il faut faire attention car ces analyses d’images donnent des informations en 2 dimensions sur
I'organisation des particules alors que les SAXS donnent des informations volumiques de plusieurs
um?® définis par le faisceau. Néanmoins il est intéressant de noter que les profils FFT donnent un pic
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trés large centré sur 35-38 A, position qui coincide avec les données expérimentales obtenues en
SAXS. La courbe se rapprochant le plus des données expérimentales obtenues par SAXS correspond a
I'image 1 (Figure 38). Pour de petites quantités de peptides ajoutés en solution, de petits agrégats
amorphes sont obtenus, I'arrangement suggéré par ces expériences se rapproche le plus de I'image

1.

log(intensity)

Figure 38 : Transformée de Fourier Rapide effectuée sur des images MET typiques de batonnets LSPRy,., (noté 1, 2,3 et 4)
fait avec le logiciel Image J. Les images correspondantes sont intégrées radialement et tracées avec les données
expérimentales (noté raw datas, rouge). La courbe verte s’adapte mieux aux données expérimentales et nous
permettent d’évaluer la structure des agrégats en solution.

Discussion sur I'échange du CTAB par les peptides courts.
Ces expériences sont en accord avec le mécanisme suivant pour I'assemblage en solution induit par

le greffage du peptide C3E¢D a la surface des batonnets d’or (Figure 37b). Les batonnets a I'issue de
leur synthése sont bien dispersés en solution et positivement chargés (Figure 37b-1). Lorsque la
concentration en peptide augmente, de petits agrégats se forment en solution et la bande
longitudinale des batonnets est décalée vers le bleu (Figure 37b-2). Les agrégats sont amorphes,
probablement composés de batonnets assemblés cote a cbte et selon une géométrie en « L ». De
plus, ils possedent une charge surfacique positive moins importante. Enfin, plus le CTAB est remplacé

par le peptide négativement chargé, plus les interactions électrostatiques entre batonnets sont

62| Page



-Fonctionnalisation des nanocristaux-

renforcées et plus les agrégats formés en solution sont structurés en phase smectique. L’évolution
des propriétés optiques vers le rouge dans ce cas-la est attribuée a des couplages plasmoniques ou

les batonnets sont dans un agencement céte-céte ou bout a bout.

Fonctionnalisation des bdtonnets d’or par des peptides longs comportant une chaine alkyle.
Le CTAB initialement a la surface des batonnets d’or a aussi été échangé par des peptides longs

(Figure 29c). Ces peptides possedent une chaine alkyle et sont notés C3A;;E4,CO,H et C3A;:E, selon les
conventions précédentes et sont respectivement chargés négativement et non chargés. Dans ce cas-
la, aucune agrégation n’a été observée durant le dosage des batonnets suivi par diffusion dynamique

de la lumiére (Figure 39a-b).
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Figure 39 : dosage de batonnets d’or CTAB (10'9M) avec une solution de peptide (10 mM) : suivi de I’évolution du
diameétre hydrodynamique (rouge) et du potentiel zéta avant purification (bleu) et apres (violet) a) C;A;;E,CO,H
négativement chargé ; b) C;A;,E, non chargé.

Au cours du dosage des batonnets CTAB par les peptides longs C3A;,E4,CO,H et C3A;41E, le potentiel
zéta des batonnets décroit atteignant -14 mV (violet, Figure 39a) et -8 mV (violet, Figure 39b)
respectivement pour de grandes quantités de peptides ajoutées. Ces valeurs sont proches du
potentiel zéta des batonnets C3E¢D (-12 mV). Afin de compléter la caractérisation de ces batonnets
fonctionnalisés par des peptides, leur stabilité colloidale a été suivie au cours du temps apres
purification sur colonne d’exclusion stérique. Le suivi a été fait quotidiennement par diffusion
dynamique de la lumiére et par spectroscopie UV-visible durant 10 jours (Figure 40). Ici est comparée
la stabilité colloidale des batonnets fonctionnalisés par les peptides C3A;1Es, C3A11E4CO,H et C3EgD.
Les batonnets sont bien dispersés en solution méme une semaine apres purification des especes
libres. L'agrégation des colloides est ensuite observée pour les batonnets fonctionnalisés avec
C3A41E4 et C3EgD (Figure 40a-b-d) se traduisant par une augmentation du diamétre hydrodynamique

ainsi qu’une dégradation de leurs propriétés optiques.
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Figure 40 : a,b,c) Spectres UV-visible des batonnets d’or fonctionnalisés par des peptides : a) C3A;;E,4, b) C3A14,E4,CO,H, )
C3EgD. Les échantillons sont mesurés quotidiennement pour évaluer leurs stabilités colloidales aprés purification sur une
colonne d’exclusion stérique. d) Evolution du diamétre hydrodynamique correspondant aux batonnets (a, b, c) en
fonction du temps et mesuré en diffusion dynamique de la lumiére.

La meilleure stabilité colloidale est observée pour les batonnets fonctionnalisés avec C;A;;E,CO,H.
Ceci pourrait s’expliquer par un meilleur taux de couverture de la surface des batonnets par ce
peptide. Les batonnets ainsi stabilisés apparaissent particulierement adaptés pour des applications
qui requiérent des batonnets stables et bien dispersés en solution.

a W™ e b

..

Figure 41 : a-b) Image MET de batonnets C3A;;E, séchés sur une grille. b) image agrandie de a).

Par ailleurs, lors du séchage de batonnets CsA;1E, sur une grille MET, une structure hexagonale, dans
laquelle les batonnets se positionnent perpendiculairement au substrat a été mise en évidence

(Figure 41 a-b). Ce genre de phase condensée a déja été caractérisé sur des batonnets
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fonctionnalisés par des alcanethiols PEGylés au laboratoire.” Le peptide C3A:E4, a en effet une
structure chimique tres proche de celle du MUDOL (Figure 25a). lls ne différent que par leur fonction
d’ancrage composée ici de trois cystéines pour le peptide C3A;.E; (versus un thiol pour MUDOL)
différe. Cette derniere expérience sur les batonnets Cs;A;;E;, démontre l'intérét de la structure
chimique du ligand pour obtenir des supercristaux par séchage. L'observation dans notre cas
d’assemblages traduit un bon équilibre entre les forces attractives de type Van der Waals (VdW) et
répulsives (stériques), c’est-a-dire que la somme de ces forces s’annulent.™™ L’espaceur PEG est donc
nécessaire pour contrebalancer les forces attractives de type VAW (introduite par la chaine alkyle)
lors du séchage. En effet, les batonnets fonctionnalisés avec de I'acide mercapto-undécanoique (sans

espaceur PEG, non montré ici) ne donnent aucun arrangement aprés séchage.

Conclusion sur la fonctionnalisation des batonnets d’or par des peptides PEGylés.
Nous avons montré que I'échange du CTAB par des peptides courts induit I'auto-organisation des
batonnets en solution, phénoméne dépendant de la charge du peptide. Ce type d’auto-assemblage

100c ou de

en solution a déja été mis a profit dans la littérature pour faire des capteurs de toxines
détection de brins d’ADN™% 129130 hasés sur des interactions spécifiques. Dans le but de diminuer les
répulsions électrostatiques avec le CTAB, des sels anioniques comme I'acide dimercaptosuccinique
(DMSA),**% 'EDTA,**®® le citrate de sodium™® ou bien encore I'acide adipique™ ont été introduits
pour interagir avec les tétes polaires du CTAB. Ici, nous avons étudié |'auto-organisation des
batonnets en solution résultant des interactions électrostatiques entre des peptides négativement
chargés, greffés sur la particule, et le CTAB. Dans ce travail, différents ligands composés d’une ancre
peptidique (trois cystéines), un espaceur hydrophile et des groupements terminaux de différentes
charges (positif, neutre et négatif) ou terminés par une biotine ont été utilisés pour fonctionnaliser
les batonnets. Le greffage du peptide-biotine démontre la possibilité de greffer des peptides ayant
des groupes de reconnaissance spécifique. La formation de ces agrégats, fortement reliée a la
guantité de peptides ajoutée, a été suivie par spectroscopie UV-visible, diffusion dynamique de la
lumiere (DLS), zétamétrie et microscopie électronique. Enfin, la technique de diffusion des rayons X
aux petits angles (SAXS) a révélé la structure de ces agrégats en solution. La structure et les
propriétés optiques de ces agrégats sont fortement reliées a la quantité de peptides ajoutée. Ces
résultats sont comparés a ceux obtenus avec les peptides longs, C3Ai;:E4 et C3A;:E4CO,H, ou les
batonnets sont tres stables méme apres purification des espéces libres en solution. Ces derniers
résultats démontrent I'importance de la chaine alkyle pour organiser la coquille organique autour des

8,127 py-dela de leur grande stabilité nous avons montré également que la présence de la

particules.
chaine alkyle permet de les assembler par séchage; ce qui les rend prometteurs comme brique

élémentaire pour élaborer des matériaux.
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L'utilisation des peptides, vus précédemment, a été étendue aux nanobatonnets semi-conducteurs
CdSe@CdS (QR). Nous verrons que la fonctionnalisation des QR par les peptides contenant une
chaine alkyle permet de les structurer en phase smectique par séchage. L'obtention d’assemblages
de QR est importante pour envisager des réactions photorédox supportées par des phases denses et
structurées de QR pour la mise en forme d’électrodes photosensibles et nanostructurées. La mise au
point du protocole de fonctionnalisation des QR dans I'eau a été réalisée par Thomas Bizien (2010-

2013, article soumis) au laboratoire.
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2.2) Fonctionnalisation de Quantum Rods CdSe@CdS dans I’eau par des
peptides.

2.2.1) Introduction et état de I'art.

Un des objectifs de cette thése consiste a réaliser des réactions photorédox supportées par les QR
CdSe@CdS. La fonctionnalisation des QR doit donc étre robuste, c’est en effet un facteur limitant

132

dans les réactions photorédox en solvant aqueux.”* En effet, la desorption des ligands a la surface

des QR provoque leur agrégation.

Les QR sont synthétisés dans des mélanges de solvants coordinants ayant un haut point
d’ébullition.’ Ils sont donc stabilisés a I'issue de leur synthése par un mélange de ligands organiques
hydrophobes. Plus particulierement, un mélange de deux acides phosphoniques forment a la surface
des batonnets une monocouche permettant de les solubiliser en milieu organique (CHCls, toluéne)

10, 133

apres synthése : I'acide Octa-Decyl-Phosphonique (ODPA) et I'acide Hexyl-Phosphonique (HPA).

91

Ces batonnets ont été utilisés dans la littérature pour faire des supercristaux,* des

hétérostructures.® 28> 42

Peu d’exemples de fonctionnalisation chimique dans I'eau sur les QR existent alors que I'eau est un
solvant de choix pour de nombreuses applications. L'eau est en effet un solvant peu colteux et
biocompatible. C’'est aussi une source de protons pour donner par dismutation de I’"hydrogéne. De
plus, il est important que la surface des QR soit accessible notamment pour faciliter les transferts
électroniques lors de réactions catalysées par la lumiere, ainsi les approches de silanisation et
d’encapsulation par des polymeéres n‘ont pas été envisagées. En effet, 'approche de I'échange de

ligands a été privilégiée. Quelques exemples existent de fonctionnalisation de QR dans I’eau par cette

83-84, 134 6a, 132b

approche avec de l'acide lipoique, I’acide mercaptoundécanoique ou bien encore par
greffage d’un acide aminé tel qu’une histidine™*® ou une cystéine.”®® Cependant ces approches sont
souvent limitées par la stabilité colloidale des QR. Il est en effet trés important de conserver la

stabilité colloidale des particules ainsi que leurs propriétés optiques aprés échange.

Les travaux du laboratoire concernant la fonctionnalisation par des ligands peptidiques de batonnets
d’or et de QD CdSe@ZnS™™ '?* ont été transposés aux QR. Hormis les avantages précédemment
évoqués (page 50) sur l'utilisation des peptides, leur fonction d’ancrage sur la surface des QR est
composée de trois cystéines ; cette ancre peptidigue composée de trois thiols est nécessaire pour
éviter la désorption des peptides de la surface des QR contrairement a I'or ou une seule fonction
d’ancrage suffit. Il a en effet été montré qu’un seul thiol n’était pas suffisant pour fonctionnaliser des

83-84, 136

QDs dans I'eau. Le greffage de ces peptides a la surface des QR est donc robuste. De plus, dans

cette étude une chaine alkyle a été introduite pour faciliter I'assemblage des batonnets (par séchage)
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et pour permettre la modulation de leurs propriétés photocatalytiques. L'échange de ligands a été
suivi par spectroscopie infrarouge et par résonnance magnétique nucléaire du phosphore et du
proton (RMN 3'P et 'H) pour démontrer que la totalité des acides phosphoniques est éliminée. De
plus, la stabilité colloidale des batonnets a été démontrée par gel d’électrophorése sur agarose et par
diffusion dynamique de la lumiére (DLS). L'échange a principalement été caractérisé avec le peptide
possédant une chaine alkyle (C3A;;E;,CO,H) par Thomas Bizien au laboratoire (thése 2013, article
soumis). Les batonnets ainsi fonctionnalisés s’organisent par séchage en phases smectiques B. De
plus, I'’échange a été effectué avec le peptide court C;E¢D. L'influence de la fonctionnalisation par ces
deux peptides sur la stabilité colloidale des QR ainsi que sur leurs propriétés photocatalytiques sont

ensuite discutées.

2.2.2) Echange des ligands de synthése par le peptide C3A1:E4+CO-H.

Echange de ligands.

La Figure 42a décrit la procédure adoptée pour remplacer les ligands de synthese par le peptide
C3A1;1E4CO,H a la surface des batonnets. La structure du ligand est décrite Figure 42b, les différentes

parties du peptide ont été décrites page 53.

d Step 1
c;;n ﬂuan;;:hr::!; {GR) Step 2 Step 3
s dSe fCds Hydrophobic: QR i e Gel exclusion
u““‘_ Ligands ﬂ:u:l‘iangu\ # 5 saaa1a :I”;' I1--:|l| chromatography ---_1_1_:l-.]jl--|rl,
i gelil A ALY -
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b sy ;
C;A4E,CO,H

Figure 42 : a) Schéma expliquant la procédure adoptée pour transférer les QR de la phase organique vers la phase
aqueuse. b) Formule développée du peptide C;A;,E,CO,H.

Avant échange, les QR en phase organique sont abondamment lavés par des mélanges
méthanol/toluéne (3:1) de facon a éliminer les solvants de synthése ainsi que la majorité des
especes libres en solution et finalement dispersés dans le chloroforme. Un large exces de peptides
C3A11E4CO,H solubilisés dans I’eau est alors ajouté en présence d’une base forte, I’hydroxyde de tétra

méthyl ammonium (TMAOH), un agent de transfert de phase utilisé classiquement pour les QDs.***

123 17échange est rapide et aprés quelques minutes la totalité des QR est transférée vers la phase

aqueuse. En effet aprés échange, la phase organique est incolore indiquant un transfert de phase
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tres efficace. La phase organique est alors éliminée et les « QR-peptides » (noté QR-C3A;;E4,CO,H)
sont alors purifiés sur colonne d’exclusion stérique pour éliminer le peptide en excés ainsi que les

petites molécules organiques comme le TMAOH.

Caractérisation chimique de la surface des QR-C3A1:E+CO:H.
La surface des QR-C3A;;E4CO,H a tout d’abord été caractérisée par spectroscopie Infrarouge (Figure

43). Les pics caractéristiques des QR hydrophobes (Figure 43-noir) correspondants aux P=0 a 1145
cm™ et P-OH a 819 cm™ ont disparu aprés échange. Ces bandes sont en effet liées aux acides
phosphoniques (ODPA, HPA) et aux oxydes phosphoniques (TOPO, TOP) tous remplacés par le
peptide. De plus, la présence de la bande amide a 1643 cm™ du peptide sur les QR (Figure 43c-bleu)

indique clairement le greffage de C;A;,E,CO,H a la surface des QR.
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Figure 43 : Spectres Infrarouges : des QR apres synthése (noir), peptide C;A;;E,CO,H (rouge), QR-C3A;,E,CO,H (bleu). Les
spectres sont pris apres purification des espéces libres en solution.

La RMN (*'P et 'H) a été utilisée pour évaluer de maniére plus quantitative I’échange. Ces
expériences ont été réalisées en collaboration avec S. Chevance et A. Bondon (Science chimiques de
Rennes, UMR 6226). Elles ont été faites notamment par Thomas Bizien et Pascale Even-Hernandez au
laboratoire. Les spectres obtenus confirment un échange total des ligands de synthése par
C3A11E4CO,H apres purification par colonne d’exclusion stérique. De plus, il est possible d’évaluer la
guantité de peptides par particule. Il a été ainsi déterminé que chaque peptide C;A1;E,CO,H occupe
0.6 nm? en moyenne a la surface des QR. Cela correspond environ a 570 peptides par QR, en
considérant les nanobatonnets comme un cylindre fermé par deux demi sphéres de longueur = 18,00
nm et de rayon R = 2,39 nm. Alors la surface du QR est : Seyiindret2*Sgemi-sphere : 2IIR*L+4TR?. Les QR ont

été aussi fonctionnalisés avec le peptide C3EsD selon le méme protocole.
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Stabilité colloidale des QR- C3A11E+COzH et C3EsD
Afin d’utiliser les QR dans I'eau pour des réactions de photocatalyse ou d’assemblage, il est

important que la stabilité colloidale des QR soit préservée ainsi que leurs propriétés optiques.
Premierement, les propriétés optiques des QR dans I'eau sont conservées (Figure 44). En effet les

spectres d’absorption et d’émission des QR dans I'eau et en phase organique sont similaire (Figure

44a-b).
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Figure 44 : a) Spectres d’absorption (bleu) et d’émission (vert) normalisés des QR- C3A;;,E4,CO,H dans I'eau. b) Spectres
d’absorption (rouge) et d’émission (noir) normalisés des QR en phase organique.

Le rendement quantique, c’est-a-dire le rapport entre les photons émis et absorbés, diminue de 0.45

a 0.20 apres échange. Ce changement est attribué au greffage de thiols, qui introduit des niveaux

137 peuxiemement,

d’énergie supplémentaires qui constituent des piéges a la surface des QR-peptide.
la stabilité colloidale des QR fonctionnalisés par C3E¢D et C3A;,E,CO,H a été suivie en fonction du pH

et du temps.
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Figure 45 : a) Evolution de I'intensité de fluorescence des QR C3;A;,E,CO,H en fonction du temps et du pH. b) Evolution du

diameétre hydrodynamique des QR- C;A;,E;,CO,H en fonction du temps et du pH. Ici, les QR sont les mémes qu’en a) apres

une dilution par 100. c) Evolution de l'intensité de fluorescence des QR C;E¢D en fonction du temps et du pH. d) Evolution
38 ayant une force ionique constante

du diameétre hydrodynamique des QR-C3;EgD en fonction du temps et du pH. Ici, les QR sont les mémes qu’en c) aprés une
dilution par 100. Les QR sont dispersés dans des tampons « Britton and Robinson »t

(20 mm).
Ce travail permet de comparer la fonctionnalisation des QR par ces deux peptides sur la stabilité

colloidale. Il a en effet été montré sur les batonnets d’or que la stabilité colloidale des batonnets

était meilleure avec les peptides « longs » comportant une chaine alkyle.
Les propriétés optiques des QR ont été étudiées (Figure 45a-c) ainsi que leur diametre
hydrodynamique (Figure 45b-d). Les études comparatives de stabilité colloidale sont effectuées dans
des tampons Britton and Robinson.®® Lintérét de ces tampons est que la force ionique est fixée,
c’est-a-dire que I'on compare uniquement la stabilité colloidale en fonction du pH. On s’affranchit

ainsi de l'effet d’'une force ionique fluctuante qui modifierait I'état de charge des surfaces des
139

Les QR peptides sont stables plusieurs jours apres

nanoparticules et leur stabilité colloidale.
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purification lorsque le pH est supérieur a 5 pour C3A;;E,CO,H et 6 pour CiEsD. L’intensité de
fluorescence des QR disparait apres 3 jours a ces pH ce qui correspond a I’agrégation des QR (Figure
45a-c). Cela est en effet lié a une augmentation trés importante du diamétre hydrodynamique
(Figure 45b-d) mesurée en diffusion dynamique de la lumiére. A pH basique (11), les deux lots de
batonnets sont stables. Les batonnets fonctionnalisés avec CsE¢D s’agregent deux semaines aprés la
purification (Figure 45d) alors que les batonnets fonctionnalisés avec C;A;,E,CO,H restent bien

dispersés en solution (Figure 45c).

En conclusion, les QR-C3A1:E4,CO,H sont plus stables que les QR-C3E¢D. Ces résultats sont cohérents
avec les expériences concernant les batonnets d’or (GNRs) ou les GNRs- C3A;1;E,CO,H sont plus
stables que les GNRs- C3E¢D. Ces résultats confirment donc que la chaine alkyle augmente le taux de

couverture des peptides, a la surface des nanoparticules, en structurant la coquille organique.

2.2.3) Comparaison des propriétés photo-catalytiques des QR fonctionnalisés avec le
peptide C3A11E4CO:H (long) et le peptide C3E¢D (court) (i=f(t)).
Les propriétés d’oxydo-réduction photoinduites (photorédox) des QR fonctionnalisés avec ces deux

peptides ont ensuite été comparées. Ici, les transferts électroniques induits par la lumiére entre une
électrode et les QR ont été étudiés afin d’évaluer les photocourants générés en fonction du greffage
chimique des QR. Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec I'équipe d’E. Lojou (CNRS

UMR 7281, Marseille).
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Figure 46 : Courbe intensité-potentiel suite a une rampe linéaire de potentiel. Vitesse de balayage : 0,001 V.s™. Les QR
(2mg/mL) sont séchés sur une électrode de graphite pyrolytique. L’électrolyte est de I’'HEPES 50 mM pH 7.2. Une
membrane de dialyse est ajoutée a l'interface pour limiter les phénomeénes de désorption. Des cycles d’irradiation
(on/off) de 30s sont appliqués sur I’échantillon. Les barres rouges correspondent aux périodes ou la lampe est allumée (A
= 405 nm). a) QR C3A4,E,CO,H ; b) QR C;E¢D.
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Les QR (2 mg.mL") sont séchés sur une électrode de graphite pyrolytique. Une membrane de dialyse
(7 k MWCO) est appliquée sur I’échantillon pour éviter la redispersion des QR dans la solution. La
Figure 46 montre la réponse en courant a une rampe linéaire dont le balayage est lent en potentiel (1
mV.s " entre [-0,4V ; +0,4V]). L’échantillon est irradié toutes les trente secondes (30s on/ 30s off) de
facon a mesurer le photo-courant en fonction du potentiel. Sur la Figure 46a-b, les barres rouges
correspondent aux moments ou la lampe est allumée. Des profils en créneaux sont obtenus lorsque
la lampe est allumée puis éteinte (Figure 46). Le photo-courant correspond ici aux porteurs de
charges générés par la lumiere et captés par I'électrode. Si le photocourant est positif ou négatif,
celui-ci correspond alors a un courant d’oxydation ou de réduction respectivement. Lorsqu’un
courant d’oxydation est mesuré, I'électrode capte les électrons. Inversement, lorsqu’un courant de

réduction est mesuré, I’électrode donne les électrons.

Premiérement, on remarque que le photocourant n’est pas constant avec le potentiel appliqué. Il
change de signe et s’annule autour de -0,2 V dans les deux cas (Figure 46a-b). Lorsque le photo-
courant s’annule, on parle de point zéro de charge (PZC). En fonction du potentiel, les QR
fonctionnent donc en réduction [-0,4V; -0,2V] puis en oxydation [-0,2V; +0,4V]. A l'interface
QR/électrode il y a égalisation du niveau de Fermi (E;, potentiel chimique) des QR avec le potentiel
appliqué a I'électrode.” Le niveau de Fermi est lié a la probabilité d’occupation des bandes d’énergie
par les porteurs de charges (corespondant a une probabilité d’occupation de un demi). Ainsi un E;
proche de la bande de conduction du QR indique un exces d’électrons (type n), alors qu’un E; proche
de la bande de valence indique un défaut d’électrons (type p) a la surface du QR. Lorsqu’un
photocourant d’oxydation est mesuré, les QR transmettent des électrons a I'électrode et
inversement dans le cas d’'un photo-courant de réduction ou les QR capturent des électrons. A -0,2V,
aucun photo-courant n’est mesuré. Ce potentiel correspond au point zéro de charges (PZC) qui
indique que le potentiel appliqué par I'électrode s’aligne avec le niveau de fermi des QR, traduisant
un équilibre a I'interface. Cette interprétation peut étre résumée sur la Figure 47. Sur ce schéma, la
position de la bande de valence (BV) est déduite a partir de la littérature (valeur « bulk ») aux
alentours de 0,4V et la bande de conduction (BC) est déduite en retranchant I'énergie de la bande
interdite (calculée grace a la relation de de Broglie) a la valeur de la BV. Cette interprétation explique
le comportement tant6t anodique tant6t cathodique des QR et I'existence du PZC. En perspective de
ce travail, il serait intéressant de balayer plus largement le potentiel de I'électrode entre (-1,4V;

+0,4V) pour analyser en détail la bande interdite des QR.
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Figure 47 : Schéma en énergie superposant le potentiel appliqué a I'électrode et les bandes d’énergie des QR expliquant
I’amplitude, le signe des photocourants et les PZC mesurés (Figure 46).

Deuxiemement, I'amplitude du photocourant n’est pas équivalente pour les QR fonctionnalisés avec
le peptide court ou le peptide long. Les photocourants atteignent un maximum de +35 nA et +300 nA
pour les QR-C3A;;E4,CO,H (long) et les QR-C3E¢D (court) dans les mémes conditions respectivement
(Figure 46a-b). Le photocourant est donc environ dix fois plus grand avec des QR-C;E¢D. Les transferts
électroniques entre les QR photo-activés et leur environnement dépendent donc de la
fonctionnalisation des QR. Les QR fonctionnalisés avec le peptide court sont ainsi capables de
générer des photocourants dix fois plus grands que ceux greffés avec le peptide long car ils
permettent de transmettre les charges photo-générées plus efficacement. Le peptide long a donc un

effet passivant sur la surface et inhibe les transferts de charges.

2.2.4) Conclusion sur la fonctionnalisation de QR par des peptides.
Le greffage de peptides a la surface des QR a été effectué. Les QR sont alors transférés d’'une phase

organique dans 'eau par I'intermédiaire d’'un agent de transfert de phase (TMAOH). La surface des
QR aprés échange a été caractérisée par spectroscopies infrarouge et RMN démontrant un échange
total ainsi qu’un recouvrement dense des peptides a la surface des QR (0,6 nm?/peptide). Pour des

QR de dimensions 18 nm*4.78 nm on a donc 570 peptides par QR.

Les QR ainsi dispersés dans I'eau peuvent étre purifiés de I'exces de ligands en solution et sont
stables dans des gammes de pH allant de 5 a 11 pour C3A;,E,CO,H et de 6 a 11 pour C3E¢D. Les QR-
peptides ont ainsi toujours été utilisés dans ces gammes de pH par la suite. De plus, il apparait que

les QR fonctionnalisés avec le peptide long sont plus stables que les QR fonctionnalisés avec le
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peptide court. Cela est en accord avec la partie précédente sur la stabilité colloidale de batonnets
d’or fonctionnalisés avec ces deux peptides. En effet, les batonnets d’or sont plus stables lorsqu’ils
sont fonctionnalisés avec C3A;;E4,CO,H. Ces observations renforcent les travaux précédents sur
I'importance d’une chaine alkyle dans la structure du ligand pour stabiliser efficacement une

nanoparticule.®® ¥

Le photocourant des QR fonctionnalisés dans I'eau a ensuite été mesuré a une électrode. Des
courants d’oxydation et de réduction sont mesurés selon le potentiel appliqué. Les photo-courants
mesurés pour les QR-C;A;,E,CO,H sont significativement plus faible que les photo-courants mesurés
pour les QR-C;3E¢D. Ces résultats peuvent s’expliquer par une meilleure passivation de la surface des
QR avec le peptide C3A11E4,CO,H que le peptide C3E¢D. Cette couche organique dense isole les QR en
solution, limitant les transferts de charges et donc les photocourants générés. Dans I'optique
d’exploiter ces photocourants, il est donc impératif de choisir les ligands de surface suivant I'objectif

a privilégier : I'auto-assemblage ou la génération de photocourants.
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3) Conclusion générale
La fonctionnalisation de batonnets d’or et CdSe@CdS a été réalisée avec succes via I'échange des

ligands organiques de synthése par des ligands peptidiques. Ce chapitre décrit essentiellement la
fonctionnalisation des batonnets par ces ligands. Principalement deux peptides ont été étudiés pour
fonctionnaliser les batonnets : un peptide « court » C3EgD terminé par un acide aspartique ainsi qu’un
peptide « long » C3A;,E,CO,H terminé par un acide carboxylique et comportant une chaine alkyle
(A11). La stabilité colloidale des batonnets fonctionnalisés par ces deux peptides a été comparée.
Dans les deux cas, les batonnets d’or et CdSe@CdS sont stables plusieurs jours apres purification
mais le peptide « long » C3A;,E,CO,H apparait comme le ligand le plus efficace pour stabiliser les
particules colloidalement. Les deux types de batonnets sont en effet plus stables avec le peptide long
comportant une chaine alkyle. La chaine alkyle pourrait permettre la structuration de la coquille

127 Cette étude rejoint les travaux effectués sur les

organique enrobant les batonnets.®®
monocouches auto-assemblées (Self Assembly Monolayers en anglais)**° sur des surfaces planes. Les
interactions dipolaires inter-chaines de type Van Der Waals permettent une concentration surfacique
plus élevée des peptides sur les batonnets. En effet, I’analyse de la surface des QR aprés échange par
spectroscopie infrarouge et RMN (*'P et 'H) démontre un échange total ainsi qu’un recouvrement

dense des peptides a la surface des QR (0,6 nm?/peptide).

Dans le cas des batonnets d’or, I'échange du CTAB positivement chargé par le peptide C;E¢D conduit
a I'agrégation des particules. L'agrégation des batonnets en solution est induite par les interactions
électrostatiques entre le CTAB et le peptide greffé CsEgD. Au cours du dosage, des agrégats de taille
croissante sont formés, associés avec un fort changement des propriétés optiques des batonnets. Les
structures des agrégats obtenus par SAXS sont corrélées avec leurs propriétés optiques. Cette
expérience révele des structures organisées en smectique pour les plus gros agrégats ce qui
correspond a un décalage de la bande longitudinale des batonnets vers les plus grandes longueurs
d’onde. En revanche, les plus petits agrégats sont amorphes, les batonnets sont alors positionnés les
uns par rapport aux autres en « L» ou« cOte a cote» ce qui donne un décalage de la bande
longitudinale vers les plus courtes longueurs d’onde. Lors du greffage du peptide long a la surface
des batonnets aucune agrégation n’est observée. Ce travail démontre donc la possibilité d’avoir des
greffages robustes de peptides sur les batonnets d’or. De plus, les batonnets fonctionnalisés avec le
peptide C3A;.E, forment des phases cristal liquide par séchage. La structure du peptide C;A;4E, est
similaire aux alcanethiols PEGylés utilisés pour enrober les batonnets d’or. Dans le cas des
alcanethiols et des peptides on peut identifier la chaine alkyle et I'espaceur hydrophile comme
principaux responsables de la cristallisation des colloides durant le séchage. La présence d’une chaine

alkyle pour ces deux ligands pourrait favoriser I'interdigitation des chaines durant le séchage et ainsi
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10, 32a, 41b, 114b, 141

I’'assemblage smectique grace a des interactions de type Van Der Waals. De plus,
I’espaceur hydrophile introduirait suffisamment de répulsions stérique pour contrebalancer les
attractions hydrophobes durant le séchage.'® Les structures et les détails des assemblages obtenus

avec les batonnets d’or alcanethiols PEGylés sont décrits dans le chapitre suivant.

Le greffage de ces peptides a la surface des QR a également été effectué. En plus de modifier
chimiquement la surface des QR, la fonctionnalisation permet de passer les QR d’un milieu apolaire a
un milieu polaire. Les QR ont ainsi été fonctionnalisés dans I'eau. Peu de travaux dans la littérature

1320 £ offet ces

utilisent les QR dans I'eau et sont limités en applications par leur stabilité colloidale.
travaux utilisent des ligands comportant un seul thiol comme fonction d’ancrage. Nous proposons ici
un greffage plus robuste via trois cystéines. De plus, se placer dans un solvant polaire permet, par
I'introduction de charges, de moduler les paramétres de maille des cristaux colloidaux obtenus aprés
séchage. L'assemblage des QR fonctionnalisés avec le peptide long sont décrits dans le chapitre

suivant.

Le photo-courant des QR fonctionnalisés avec le peptide court et avec le peptide long a été mesuré
dans les mémes conditions. Le photocourant des QR-peptide court (C3E¢D) est 10 fois plus important
qgue celui des QR-peptide longs (CsA;,E,CO,H). Les échanges de porteurs de charges entre les QR et
I’électrode sont donc facilités avec le peptide court plutot que le peptide long. En effet, nous avons
montré dans ce chapitre que le peptide long permettait grace a la chaine alkyle de couvrir
efficacement la surface alors que dans le cas des QR-peptide court la surface est plus accessible. De
plus, la chaine alkyle conduit mal les électrons** et va avoir par conséquent un effet isolant. Dans la
suite de cette theése, nous avons privilégié 'utilisation des QR-peptide court pour les réactions
photorédox ; dans ces applications le peptide long a été introduit pour limiter les réactions d’oxydo-

réduction a la surface des QR car ce ligand passive la surface.

Les batonnets d’or et CdSe@CdS seront donc fonctionnalisés différemment selon les applications. En
particulier les QR seront fonctionnalisés avec le peptide long pour faire de I'assemblage ou pour des
applications requérant des colloides tres stables en solution. Pour des applications photorédox, le
peptide court sera privilégié car la chaine alkyle du peptide long a un effet passivant et isolant de la
surface des QR. Grace a une chimie de surface versatile, nous pouvons donc moduler les propriétés

photorédox des QR dans I'eau.
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Chapitre 3 : assemblage hiérarchique des nanocristaux.

Vers I'obtention de propriétés collectives nouvelles a partir de I’'assemblage de particules
individuelles.
algré leurs avantages économiques par rapport aux voies d’assemblages « top down »,
les voies d’assemblages « bottom-up » qui consistent a mettre en forme un matériau a
partir de briques élémentaires souffrent d’'un manque de reproductibilité, de contréle
de la morphologie et de 'organisation a une grande échelle. En particulier, les exemples de la
littérature se limitent a des assemblages contrélés spatialement essentiellement en deux
dimensions. Le dépot spatialement contrdolé de particules d’or a été décrit grace a des interactions

106 cependant ces méthodes sont limitées a des assemblages en

électrostatiques ou via des thiols.
deux dimensions. Des cristaux 3D ont été obtenus par évaporation de particules d’or au sein d’un
réseau auto-assemblé de particules de latex.’” Bien que cette technique soit pertinente pour obtenir
des formes d’assemblage différentes, elle reste limitée en termes de reproductibilité et de

géométrie.

Ce chapitre présente une nouvelle méthode de séchage ou I'organisation des batonnets (Or et QR)
est controlée pour obtenir un matériau a la fois nano- et macro-structuré. Cette méthode permet
d’obtenir un assemblage hiérarchique de batonnets, également appelé assemblage multi-échelle ou
supercristaux. Nous avons vu précédemment que les batonnets ont tendance a s’organiser
spontanément dans des phases cristal liquide de type smectique.*® Nous avons déja mis en évidence
le réle crucial de la chimie de surface des particules, dans I'obtention d’un assemblage, pour trouver
un compromis entre les forces attractives et répulsives. Un contrdle judicieux de la chimie de surface
devrait permettre de moduler I'interdistance. En parallele, une technique permettant de controler le
séchage d’un film de mousse sur un substrat a été développée a l'institut de physique de Rennes
(IPR).23 Un travail a été accompli a I'lPR sur la cristallisation de colloides (Thése de Marie Postic,
Quantum dots « gallate » micelle) puis cette méthode a été appliquée avec les batonnets d’or
fonctionnalisé avec le MUDOL (NBauwwuool) au laboratoire. Un moule microstructuré en
PolyDiMethySiloxane (PDMS) a en effet été utilisé pour réguler a la fois I'’évaporation de I'eau et

créer des ménisques dirigeant le séchage sur le substrat.
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3.1) Auto-assemblage des batonnets d’or

3.1.1) Introduction et état de I’art
Les batonnets d’or ont des propriétés optiques trés attractives (grand coefficient d’extinction) et

34a, 893, 144
L

modulables par leurs rapports d’aspect a I’échelle individuelle mais aussi collectivement. es

propriétés collectives, issues de couplages cohérents, apparaissent lorsque les nanobatonnets sont
ordonnés les uns par rapport aux autres. De plus, les batonnets peuvent propager la lumiére et la

confiner via « I'effet d’antenne » qui se traduit par des champs électromagnétiques trés intenses au

145

niveau de leurs extrémités.” Ce phénomeéne est lié au couplage de champ électromagnétique et des

plasmons de surface, il en résulte la propagation d’ondes plasmon sur la particule qui dépende de la

longueur d’onde excitatrice. De ces propriétés émergent des applications pour : la détection,**

293, 146 293, 100c, 109

I'imagerie ou encore le diagnostic de maladies infectieuses. De plus, leurs anisotropies

4la

leur confére des propriétés cristal liquide,”™ c’est-a-dire qu’il est possible de les assembler dans des

108

phases denses et structurées.” Les nano-cristaux sont alors utilisés comme briques élémentaires

pour échafauder un matériau a une échelle mésoscopique. Les assemblages de batonnets d’or ont

été utilisés pour amplifier des signaux de fluorescence’ et des signaux Raman (effet SERS).**> ' E

n
effet, dans le cas de I'effet SERS (Surface Enhanced Raman Scattering), il a été montré que le signal
était d’autant plus amplifié que le nombre de couches de batonnets constituant I'assemblage était

32a, 148

important. Différentes stratégies ont été employées dans la littérature pour assembler les

103, 129a, 131 32a, 63b, 108

batonnets d’or: en solution, par séchage ou bien encore par l'utilisation d’un

moule.89a, 106-107

Néanmoins, la plupart de ces procédés donnent des assemblages limités en taille et
en forme et sont généralement inhomogénes. Cependant, la mise en forme d'un matériau
nanostructuré est de premiere importance quant a la reproductibilité des mesures dans des
applications de type capteur. Grace a une chimie de surface judicieuse et I'utilisation d’une surface
microtexturée, des assemblages multi-échelles ont été obtenus. Les propriétés optiques collectives

de ces assemblages ont été étudiées par la suite.

3.1.2) Caractérisation morphologique des batonnets d’or utilisés dans ce travail.
Les batonnets ont été synthétisés par la méme voie de synthése décrite précédemment (page 182).

Leur morphologie a été étudiée par microscopie électronique a transmission. Une longueur de
22,0+5,1 nm et un diametre de 7,0+2,5 nm ont été obtenus. Les incertitudes sont calculées a partir
de la largeur a mi-hauteur des Gaussiennes associées aux histogrammes.” Les images ont été
analysées grace au logiciel Image J (Annexe page 203).5* La mesure détaillée de la taille des particules
individuelles est importante pour la caractérisation structurale des assemblages notamment par la
technique de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS). De plus, la monodispersité des

nanocristaux est primordiale pour envisager des assemblages structurés.
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3.1.3) Séchage d’une goutte

Microscopie électronique a transmission.
Les structures ont tout d’abord été étudiées par microscopie électronique. Les batonnets sont séchés

(10° M) sur une grille de microscopie dans les conditions normales (température, pression).

-
.

f;'

Figure 48 : Images MET de batonnets d’or fonctionnalisés avec : a) CTAB et b) MUDOL.

Les batonnets CTAB ne présentent pas d’organisation particuliere (Figure 48a). Les NBaymupoL Ont
clairement une tendance a s’organiser dans des phases hexagonales, c’est-a-dire des phases denses
ou les batonnets se positionnent perpendiculairement au substrat avec une symétrie 6 (Figure 48b).
Les batonnets s’organisent par paquets de quelques micrométres carrés. Ces résultats démontrent
gue la fonctionnalisation des batonnets par MUDOL influence clairement leur organisation durant le

séchage.

Cependant cette technique inclut une étape de séchage et donne une image limitée en taille des
assemblages. En effet, la caractérisation de I'assemblage est limitée a quelques couches de
batonnets (il faut éviter la saturation de la grille). Afin de confirmer la structure de I'assemblage, a
une échelle plus grande, nous avons utilisé la technique de Diffusion des Rayons X aux petits angles

(SAXS).

Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS).
Ces expériences ont été faites en collaboration avec I'’équipe de Frank Artzner (IPR). C'est une

technique expérimentale qui permet d’étudier les propriétés structurales des matériaux a une
échelle allant de 1 a 30 nm. Une partie a été réalisée au synchrotron SOLEIL avec I'aide de Florian
Meneau (Figure 49a) et a Rennes (Figure 49 b-e). Les batonnets d’or (10®M) sont ici séchés dans des
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capillaires (¢=1,5 mm). Chaque pic correspond a une distance de répétition ou a des harmoniques
(ordre n) et sont assignés a des distances de répétition entre batonnets (latérale ou lamellaire). Ici les
structures analysées ont une taille de I'ordre du faisceau (300 um*300 um), c’est-a-dire que I'on fait
une caractérisation structurale macroscopique (pour plus d’informations sur cette technique, se

référer a 'annexe page 205).
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Figure 49 : a) Diffusion des rayons X aux petits angles de batonnets MUDOL séchés dans un capillaire. Ces données ont
été acquises sur la ligne SWING au synchrotron SOLEIL apres 12h de séchage. Des mesures ont été faites a différentes
positions dans la hauteur du capillaire révélant trois différentes organisations : une phase hexagonale en bas, une phase
smectique A en haut et une phase smectique B a l'interface (pour des raisons de présentation, les courbes ont été
décalées en fonction de leurs positions dans le tube). Les pics associés a un ordre lamellaire sont notés (00l) et T. Les pics
associés a un ordre hexagonale aje, et agms sont notés (hk0). (b-d) Tout a été acquis sur le méme échantillon 5 mois plus
tard sur le montage de Rennes. b) Spectre de la phase smectique B. c) Figure de diffraction correspondante montrant la
symétrie d’ordre 6 de la phase smectique B. d) Spectre SAXS enregistré avec une haute résolution démontrant la
coexistence d’ordres a la fois lamellaire et hexagonal. e) Spectre SAXS enregistré directement sur un mur, la mesure a été
prise sur la zone indiquée d’un cercle rouge (voir insert).

Dans un premier temps, les échantillons ont été séchés a I'air libre pendant 12h. Pour les données
acquises au synchrotron SOLEIL (Figure 49a), un polymorphisme a l'intérieur du capillaire a été
observé. En effet, les 500 spectres collectés sur la longueur du capillaire révelent une évolution
structurale continue de I'organisation des batonnets au sein du tube. Plus précisément, en haut du
capillaire, une organisation lamellaire est mise en évidence par les deux pics de Bragg a 0,018 et
0,035 A™. Aucun pic correspondant a un ordre latéral n’a été observé, il s’agit donc d’une phase de
type smectique A avec une distance de répétition ds,,a=35+2 nm. Inversement, en bas du tube, un

ordre hexagonal (Hex) est caractérisé par 4 pics de Bragg a 0,0515, 0,0894, 0,1029 et 0,1375 A™* avec
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des rapports de distances inter-pic de 1: V3 :2 : V7 (n=3 harmoniques) respectivement. Ces valeurs
correspondent a une inter-distance latérale de aue=14,0+0,3 nm. De plus, on note la présence d’un
pic a 0,0405 A™ (courbes rouge, Figure 49a). Bien que ce dernier se décale au second ordre de la
phase lamellaire, il ne peut pas étre attribué a une telle phase car il n’y aurait alors pas de pic
correspondant au premier ordre. Cependant, il correspond bien a une distance de 17+0,5 nm
(dsma/2), I'attribution a une translation inter-batonnet (voir schéma Figure 49a) d’un facteur un-demi
(désigné par « T » sur le schéma) est alors proposée. L’assemblage est colonnaire ici, cela correspond
a un ordre plan (hexagonal) sans ordre lamellaire. Par ailleurs, une phase montrant un plus haut
degré d’organisation, c’est-a-dire une phase de type smectique B, a été mise en évidence au centre
du capillaire (noire, Figure 49a). Cette phase présente a la fois un ordre hexagonal (plan) et lamellaire

(empilement).
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Figure 50 : Schéma explicatif a propos des parametres de réseaux déterminés en SAXS et les distances inter-batonnets.

Les interdistances mesurées sont grandes par rapport a la taille des batonnets. Ceci s’explique par
I’hydratation résiduelle de I’échantillon. Ce capillaire a été préparé 12h avant le début de la mesure,
le séchage a l'intérieur du capillaire n’était pas total (hors équilibre). En effet, le méme capillaire a
été analysé 5 mois plus tard a Rennes. Nous avons pu ainsi vérifier que I’échantillon, totalement
séché (placé sous vide), est homogéne avec un ordre a la fois lamellaire et hexagonal (Figure 49b-d).
Des domaines cristallisés (phase smectique B) plus grands que le faisceau (300*300 um) ont été mis
en évidence (Figure 49b-d). La symétrie 6 est confirmée par l'observation de 6 taches
correspondantes aux premiers ordres de la phase hexagonale (Figure 49c) de I’échantillon aligné. La
mesure ayant été faite perpendiculairement a la direction normale au capillaire, les batonnets sont
donc orientés selon le grand axe du tube. De ces mesures, nous pouvons en déduire les parametres
du réseau : asy=11,3+0,1 nm et ds,g=24+1 nm (interdistances centre a centre). Cela correspond a

des distances inter-batonnets de 4,3+0,1 nm et 2+1 nm respectivement (Figure 50).
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Pour résumer ces expériences, les NBaumupoL S'auto-assemblent grace a un séchage lent au sein de
capillaires. Premiérement, on obtient des phases smectiques A/hexagonale (hors équilibre) qui
évoluent vers une phase smectique B apres un séchage complet (a I’équilibre) atteint apres plusieurs

semaines.

3.1.4) Utilisation d’in moule de PDMS pour guider le séchage
Dans le but d’intégrer des supercristaux composés de batonnets d’or dans des microsystemes, il est

important de controler spatialement le dépot de ceux-ci sur un substrat. En effet, lors du séchage
d’une goutte de colloides, ces derniers se concentrent toujours en bordure formant un anneau

concentrique : c’est I'effet « tache de café ».'*

En effet, la ligne de contact en bordure étant fixée, au
cours de I’évaporation (plus importante sur les bords qu’au centre), il se crée un flux du centre de la
goutte vers I'extérieur draguant les particules pour former aprés séchage une auréole

caractéristique.

Dans le but de contréler le séchage des colloides sur le substrat, un systeme simple et peu colteux a
mettre en oeuvre a été appliqué. Il s’agit d’'un moule microstructuré composé de
PolyDiMethylSiloxane (PDMS). Il se compose d'un réseau de plots cylindriques régulierement
espacés. La distance, la hauteur et I'espacement entre les plots sont modulables (Figure 51d). Des
plots de 35 um de hauteur, de 100 um de diametre et espacés de 75 um ont été choisis pour
commencer. Cette méthode de séchage a été développée a I'IPR par Marie Postic, Laurent Courbin et
Franck Artzner. L’étude de I’évaporation de films de mousses ou de liquides par cette technique a été
I'objet de la thése de M. Postic (pour plus d’'informations sur la préparation de la surface, se référer a

I’annexe page 208).
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Figure 51 : a) Schéma illustrant le principe de la technique utilisée pour fabriquer les assemblages de batonnets d’or a
grande échelle. La suspension contenant les particules est placée entre le moule de PDMS et le substrat. Apres
évaporation de I'eau et du moule un réseau dense de batonnets d’or est obtenu. b) Schéma typique de 'avancement de
ménisques lors de I’évaporation de I’eau. Des lignes se forment entre les plots correspondants aux dépots de colloides.
La représentation est limitée a 4 plots. c) Photo de microscopie optique de batonnets d’or séchés par cette méthode. d)
Photo du moule annotée avec ses dimensions (Photo : Laurent Courbin, IPR).

La méthode consiste a déposer une goutte de la suspension de batonnets d’or (10°M), en présence
d’un surfactant, sur le substrat et d’appliquer le moule de PDMS dessus (Figure 51a). Aprés un
séchage lent (>12h) le masque est retiré. Les dépbts obtenus ont été caractérisés
macroscopiquement en microscopie optique (Figure 51b-c) montrant I'organisation des supercristaux
sur le substrat. Ici les particules sechent en formant des « murs » tracés suivant les ménisques
formés par le moule et des « cercles », figure rémanente des plots apres avoir retiré le masque ou le

liguide épouse le contour des plots (Figure 51b-c).

Les suspensions colloidales sont séchées en présence d’un tensio-actif neutre : le tween 20 (T20). Les
échantillons sont ainsi préparés avec une concentration en T20 légérement supérieure a sa CMC.
L'ajout du surfactant est nécessaire pour augmenter la mouillabilité de I’échantillon et permettre le
séchage selon les ménisques imposés par le réseau de plots du moule.” En présence de T20, on
remarque bien la formation de murs (Figure 52a) alors qu’en son absence, on observe la formation
d’agrégats de particules déposées aléatoirement sur le substrat (Figure 52b). Le tensio-actif
sélectionné est de charge nulle et a une concentration micellaire critique (CMC = 0,1 mM) faible. La
charge nulle du tensio-actif a été choisie pour éviter toute interaction électrostatique entre le
surfactant et les batonnets. De plus, sa faible CMC limite I'ajout de matiére organique dans le

systeme. Ce dernier point est important notamment pour la caractérisation par MEB ou la matiere
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organique en exces écrante les charges, en formant une « gangue » sur les assemblages tres génante
pour I'observation. De plus, I'introduction de tensio-actif comme le CTAB est évitée car celui-ci est
cytotoxique et connu pour dénaturer les cellules en s’insérant dans les membranes lipidiques'® ce
qui limite le champ des applications possibles. Enfin, il a été montré que l'utilisation de T20 ne
perturbe pas 'assemblage des batonnets en phase smectique.” D’autres tensio-actifs ont été utilisés
comme le n-dodecyl-beta-D-Maltoside également non chargé et de faible CMC (0,17 mM). L'intérét
de ce surfactant est qu’il est communément utilisé pour stabiliser des protéines, en particulier
I'hydrogénase d’intérét dans le cadre de cette thése. Ces observations (détaillées page 168)
montrent que I'on peut appliquer la méthode de dép6t avec le moule de PDMS pour des suspensions

de protéines, stabilisées avec ce surfactant, pour former des « murs » contenants des nanoparticules

et des protéines.
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Figure 52 : Clichés de microscopie optique d’assemblages de batonnets d’or séchés selon la méthode du moule en PDMS.
Les échantillons sont préparés avec ou sans tween 20 (C°1,0>CMCry). a) Batonnets MUDOL avec Tween 20. b) Batonnets
MUDOL sans tween 20.

Caractérisation multi-échelle en microscopie électronique a balayage (MEB).
Ces caractérisations ont été faites au laboratoire de nano-photonique et de nanostructures (LPN) a

Marcoussis en collaboration avec Elsa Mazari, Christophe Dupuis et Charlie Gosse. Le microscope
utilisé est un Magellan 400L (FEI Inc) permettant I'acquisition d’images de grande qualité sur
plusieurs échelles (de la centaine de micrométres jusqu’au nanomeétre) avec une grande résolution
(en théorie 1 nm). C’est donc un outil de choix pour caractériser I'organisation hiérarchique de notre
systeme. Les batonnets sont déposés sur un substrat conducteur (nécessaire pour cette technique),
nous avons testé des substrats d’or, de silicium et d'ITO (oxyde d’indium dopé a I'étain : Indium Tin
Oxide). Quelques soient les substrats utilisés, la méme organisation en phase smectique a été

observée.

Les « murs » et les cercles précédemment décrits en microscopie optique (Figure 51b-c) se révélent

en relief par cette technique (Figure 53a-b). La hauteur des murs varie et peut atteindre des valeurs
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proches de la hauteur des plots (35 um). Les murs ont une longueur définie par les parametres de

réseau du moule (ici 75 um) et possedent une largeur d’environ 5 um.

a b

Figure 53 : a-b) Image MEB des structures obtenues en séchant entre un substrat de silicium et un moule de PDMS une
solution contenant les batonnets d’or MUDOL. b) Image du micromanipulateur utilisé pour révéler les structures en
profondeur.

L’organisation des batonnets a été mise en évidence a la surface des murs a des grossissements plus
importants (Figure 54a). Ici les batonnets sont observés en section car ils sont orientés selon leur
grand axe, perpendiculairement au plan de coupe. Ainsi, 'ordre hexagonal des batonnets a
clairement été démontré sur des mono-domaines de plusieurs um? (Figure 54a-b). Afin d’étudier les
structures en profondeur, nous avons eu recours a trois méthodes : (1) en regardant dans un défaut
d’un mur (Figure 54c-d), (2) en clivant le substrat perpendiculairement a un mur (Figure 54e-f) et (3)
en creusant avec un micromanipulateur (Figure 53b et Figure 54g-h). Chacune de ces méthodes nous
révélent des ordres lamellaires et latéraux entre batonnets d’or. En particulier, les images effectuées
avec le micromanipulateur permettent a la fois une observation par-dessus et sur les cotés révélant
I'ordre smectique B des batonnets au sein des murs. Il est intéressant de noter que les batonnets
s’organisent systématiquement, selon leur axe longitudinal, perpendiculairement au substrat sur
plusieurs couches (Figure 54e-f). Par ailleurs, les six pics obtenus par la transformée de Fourier,
parfaitement arrangés en hexagone, confirment I'ordre intra-lamellaire des batonnets (voir insert
Figure 54b). On en déduit le parametre de la maille hexagonale, as,z=9,0+0,2 nm. Cette valeur est en
accord avec des mesures faites le long de lamelles de batonnets (voir insert Figure 54f) ol I'on trouve
asms= 10 nm. De plus, a partir de ces images nous pouvons estimer la distance inter-lamellaire :
dsmg=24 nm. Ces valeurs sont en accord avec les parameétres de la phase smectique B mesurés par
SAXS (asme=11,310,1 nm et dsg=24+1 nm). L'ordre au sein des murs a aussi été évalué in situ dans les
structures par SAXS confirmant le parameétre asng = 10,3 £ 0,2 nm de la phase hexagonale (Figure

49e) obtenue par MEB.
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50 nm

Figure 54 : Image MEB des structures obtenues en séchant entre un substrat de silicium et un moule de PDMS une
solution contenant les batonnets d’or MUDOL. a-b) Batonnets d’or assemblés dans une phase hexagonale a la surface
d’un mur. Analyse de Fourier en insert faite sur la zone encadrée. c-d) Investigation des structures dans un défaut
concave d’'un mur nous permettant de voir aussi 'ordre lamellaire des batonnets. e-f) Organisation lamellaire des
batonnets prise a incidence rasante du substrat grace au clivage de ce dernier. Le profil d’intensité en insert a été pris
dans la zone encadrée. g-h) Ordre smectique B des batonnets révélé par action mécanique d’un micro-manipulateur
permettant de creuser un mur.
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Augmentation de l'interdistance grdce aux répulsions électrostatiques
Afin de moduler l'interdistance entre les batonnets au sein de ces structures, des mélanges de

ligands MUDOL/MUDIC de ratio molaire de (80/20) et (50/50) ont été utilisés pour fonctionnaliser les
batonnets. Nous avons précédemment démontré que ces mélanges permettent de moduler la

charge surfacique des batonnets par électrophorése (page 47).

Comme précédemment pour 100% MUDOL les assemblages ont été analysés en SAXS et par MEB. Au
sein des murs, I'organisation est de type smectique B pour les batonnets 80/20 MUDOL/MUDIC sur
de large domaines (Voir Figure 56a-b). Cependant, I'absence de murs structurés pour le mélange
équimolaire MUDOL/MUDIC (Figure 56c¢-d) indiquent que les répulsions électrostatiques deviennent
trop importantes et la tendance des batonnets d’or a former des smectiques est perdue; par
analogie avec les batonnets CTAB, fortement chargés, aucune organisation particuliére ne peut étre
obtenue. Des transformées de Fourier ont été effectués sur les images de MEB pour MUDOL/MUDIC
(80/20) et (50/50) (Insert Figure 56b) pour confirmer ces observations. Dans le cas du mélange
équimolaire, la mesure est difficile car il n’y a pas d’ordre a longue distance. Dans le cas du mélange
(80/20), les images ont été intégrées radialement nous permettant de conclure sur les interdistances
asma(100/0)~8,9 nm et asms(80/20)~10,2 nm. Nous avons pu aussi extraire un parameétre de réseau
asma(50/50)~12,1 nm dans les rares zones organisées. Ces résultats ont été confirmés par SAXS ol les
batonnets sont séchés dans des capillaires (Figure 56f). On observe en effet 4 pics pour les batonnets
MUDOL avec des rapports de distances inter-pics de 1:\/3:2:\/7, qui peuvent étre indexés a un ordre
hexagonal. Ensuite I'organisation perd en portée, en effet, plus on introduit le ligand MUDIC, plus les
pics s’élargissent. De plus, le pic principal est décalé vers les plus grand g indiquant que la distance
inter-batonnet augmente (q est inversement proportionnel a la distance). En effet, I'interdistance
entre batonnet atteint plus d’un nanometre supplémentaire lorsque I'on a 20% de charges ajoutées.
Il a ainsi été déterminé que l'interdistance des batonnets pouvait étre modulée entre 3 et 4 nm avec
des mélanges MUDOL/MUDIC (100/0) et (80/20) respectivement. Ces résultats ont été confirmés en
MET (Figure 55) ol les interdistances ont été mesurées directement sur les images. Ici I'organisation
peut étre comparée par la formation ou non de longues lamelles formées de batonnets organisés
latéralement (Figure 55). On note la formation de ces lamelles composées de plusieurs dizaines de
batonnets dans le cas de 100% MUDOL (Figure 55a). La présence de lamelles plus courtes pour le
mélange (80/20) et aucune pour le mélange (50/50) démontre que la tendance a I'organisation en

lamelle décroit lorsque le ratio de ligand MUDIC augmente.
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Figure 55 : Images MET de batonnets fonctionnalisés avec: a) 100% MUDOL, b) 80/20 MUDOL/MUDIC et c) 50/50
MUDOL/MUDIC.

Ainsi les trois méthodes de séchage (moule de PDMS, dans des capillaires et par séchage d’une
goutte) convergent et nous donnent les mémes résultats. Elles prouvent que les répulsions
électrostatiques (en introduisant MUDIC) peuvent servir a augmenter I'interdistance entre batonnets

méme si la différence de distance modulable reste limitée a I’'ordre du nanomeétre.
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Figure 56 : Caractérisation des assemblages obenus par séchage d’une suspension de batonnets d’or fonctionnalisés avec
des mélanges d’alcanethiols. Noir : 100% MUDOL, orange 80/20 MUDOL/MUDIC et vert : 50/50 MUDOL/MUDIC : a-b)
Images MEB de murs composés de batonnets d’or fonctionnalisés avec 80/20 MUDOL/MUDIC. b) L’insert montre une
transformée de Fourier effectuée dans la zone encadrée. c-d) Images MEB de murs composés de batonnets d’or
fonctionnalisés avec 50/50 MUDOL/MUDIC. e) Analyse des interdistances et de lordre grace a une fonction
d’autocorrélation calculée dans les zones encadrées (Figure 56g). f) Analyse SAXS de 3 lots de batonnets fonctionnalisés
avec 3 mélanges d’alcanethiol différents mesurés au sein de capillaires. g) Images MEB sur lesquels les fonctions
d’autocorrélation ont été effectuées, les résultats sont montrés en insert.
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3.1.5) Contrdle de la géométrie des assemblages.
Le choix de la géométrie du réseau de plots composant le moule permet de moduler la taille, la

forme et I'épaisseur des murs finaux. En effet, il est possible de modifier la forme et I'espacement
entre les plots dans le but de former des ménisques de géométries différentes. Nous avons ainsi
effectué le séchage de batonnets d’or avec une surface microtexturée ayant les mémes parametres
de réseau (hauteur, diamétre des plots) que la précédente. Seul I'espacement entre les plots a été
augmenté d’un facteur 2. Dans ce cas, les batonnets sechent pour former des « tétrapodes », figure
de séchage reliant quatre plots (Figure 57a-b). Les tétrapodes forment des structures plus hautes et
plus larges. L'organisation des batonnets (MUDOL) est conservée (Figure 57c-d) a I'échelle
nanométrique. Ces résultats montrent que l'on peut obtenir des géométries de supercristaux

différentes tout en conservant I'ordre smectique des briques élémentaires.

Figure 57 : Assemblages de batonnets d’or MUDOL obtenus par séchage de la suspension entre un substrat de silicium et
un moule de PDMS. Parameétres de réseau du moule ici : diametre des plots 100 um, hauteur des plots 35 pm, distance
entre les plots 250 pum. La caractérisation a été faite ici a différentes échelles. a) Microscopie optique, b-d) Clichés MEB.

92| Page



-Assemblage hiérarchique des nanocristaux-

3.1.6) Cas des batonnets fonctionnalisés par le CTAB

Avec T20 Sans T20

Figure 58 : Batonnets CTAB (C°crag<CMCcrag) Séchés avec le moule en PDMS. Le tween 20 (T20) est ajouté (a,c) ou non
(b,d). Visualisation des assemblages en microscopie optique (a,b) et par microscopie électronique a balayage (c,d).

Afin de confirmer la nécessité d’'une chimie de surface, comme contréle, les batonnets d’or CTAB
(C°cras<CMCcrag) ONt aussi été séchés avec la surface microtexturée en PDMS avec et sans tween 20
(Figure 58). Les batonnets sont séchés dans les mémes conditions que les expériences utilisant le
ligand MUDOL. Lorsque les batonnets ont été séchés en présence de tween 20 (C°10>CMCry), des
murs et des cercles se forment (Figure 58a) alors que sans T20 (Figure 58b) aucune organisation
macroscopique n’est obtenue. Ces résultats confirment que la présence d’un surfactant
(C°surfactant>CMCsurfactant) €St indispensable pour obtenir un assemblage macroscopique par cette
méthode de séchage. Aucune organisation locale n’est observée (Figure 58c-d) en microscopie

électronique, cela justifie I'utilisation du ligand MUDOL pour la cristallisation des batonnets d’or.

3.1.7) Conclusion
Une nouvelle méthode accessible et peu colteuse pour la formation de supercristaux composés de

batonnets d’or de morphologie contrblée et en trois dimensions est proposée ici. Les supercristaux
formés présentent de larges domaines de I'ordre de plusieurs dizaines de microns ol les batonnets

sont assemblés dans une phase smectique B. Le ligand original, le MUDOL, permet de réaliser la
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cristallisation des batonnets durant le séchage. La charge surfacique des batonnets peut étre
modulée en utilisant des mélanges de MUDOL et de MUDIC. Il est ainsi possible de moduler les
interactions électrostatiques et de varier, sur une échelle limitée, I'interdistance des batonnets entre

3 et 4 nm tout en conservant I'ordre smectique.

Principalement trois techniques ont été utilisées pour caractériser les assemblages obtenus: les
microscopies électroniques a transmission et a balayage et la diffusion des rayons X aux petits angles.
Ces trois techniques nous confirment les parameétres de la phase smectique B avec un paramétre
lamellaire (dsyg) autour de 25 nm et hexagonale (asyg) autour de 10 nm (ici variable en fonction de la
guantité de MUDIC introduite). Cela correspond a des distances inter-batonnets de 3 nm (lamellaire
et dans le plan) a 4 nm lorsque 20% de MUDIC est introduit. Ces trois méthodes de caractérisation
impliqguent des méthodes de préparation d’échantillon différentes. En particulier la concentration en
batonnets ainsi que le temps de séchage different selon les techniques. Malgré cela, les résultats
convergent, démontrant que la fonctionnalisation originale des batonnets permet bien de les

assembler sous des conditions variées.

Nous avons obtenu des assemblages macroscopiques de batonnets selon des murs et des cercles
lorsque la suspension de batonnets est séchée entre le substrat et un moule microstructuré en
PDMS. Cette méthode de séchage originale implique des séchages lents et contrélés qui nous ont
permis de mettre en forme un matériau de taille millimétrique et de géométrie maitrisée. En effet,
nos expériences ont montré que le mécanisme de retrait des ménisques était modulable par la
géomeétrie du réseau de plots. Ce travail a fait I'objet d’'une publication dans la revue ACS nano en

2012.%°

Ces travaux pourront étre mis a profit dans I'élaboration de plateforme SERS (Surface Enhanced
Raman Scattering) ol I'ordre cristallin implique une meilleure amplification du signal Raman. De plus,
la méthode de séchage est généralisable, c’est-a-dire qu’elle peut étre appliquée a d’autres types de
particules. Nous avons d’ailleurs utilisé ce moule microtexturé pour I'assemblage de Quantum Rods

CdSe@CdS (voir page 102).
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3.2) Caractérisation in situ des propriétés optiques des batonnets d’or auto-

assemblés.
Les propriétés optiques collectives des assemblages solides de batonnets d’or ont été mesurées.

Cette mesure d’ensemble consiste a enregistrer I'absorbance des batonnets grace a un spectrometre
équipé sur un microscope. |l est ainsi possible de cibler la mesure dans une zone ayant une surface
entre 1*1 um et 50*50 um. Dans ce travail, les propriétés optiques des batonnets assemblés dans les
murs et des batonnets assemblés sans le moule ont été mesurées. La qualité et 'homogénéité des
assemblages préparés dans différentes conditions a pu étre comparée. Enfin, ce travail caractérise

les assemblages a une échelle macroscopique qui compléte les observations de surface en MEB.

Ces expériences ont été faites en collaboration avec le Centre de Recherche Paul Pascal (CRPP) a
Bordeaux avec I'équipe de S. Ravaine. L'objectif est de mesurer in situ les propriétés optiques
collectives des batonnets d’or, une fois assemblés au sein des murs. En effet, la réponse optique des
batonnets dépend de leur environnement et des phénomenes de couplages plasmoniques

interviennent lorsque les batonnets sont suffisamment proches deux a deux. %% 128 1292

En effet, le
couplage dépend de l'orientation relative des batonnets entre eux. Ainsi, principalement deux
géomeétries peuvent étre envisagées : la premiere ou deux batonnets voisins sont disposés « bout a

bout » et la deuxieme ol les batonnets voisins sont disposés « cote a cote ».'**

La plupart des
travaux de la littérature reportent des mesures optiques issues d’assemblages en solution. Dans le
cas des assemblages en solution, les bandes d’absorption longitudinales et transversales sont
décalées de leur position initiale en fonction de la géométrie de I'assemblage (se référer a la page
59). Les propriétés optiques collectives seraient différentes pour les assemblages « solides » (sec) ou

la taille des supercristaux est généralement plus importante. Il existe dans la littérature quelques

exemples de mesures optiques sur des assemblages solides (préparé a partir de batonnets d’or

32a, 114b |114b

séchés sur un substrat). Guerrero-Martinez et a ont mesurés une seule bande d’absorption
sur un assemblage smectique de batonnets d’or stabilisés avec un ligand « gemini ». L’observation de
deux bandes d’absorption est associée a des batonnets orientés dans toutes les directions possibles
alors que I'observation de cette unique bande est synonyme d’un ordre cristallin. A partir de cette
observation, les structures en murs ont été analysées en enregistrant les spectres d’absorption in situ
sous microscope. Quand les batonnets sont assemblés en smectique, une seule bande d’absorption
est mesurée. Il est donc possible d’évaluer I'ordre cristallin d’'un dépot de batonnets d’or a partir de
ses propriétés optiques. Les mesures faites a Bordeaux ont donc pour objectif d’évaluer
I’'homogénéité spatiale des échantillons en mesurant leurs propriétés optiques. Nous avons effectué

les mesures sur des échantillons séchés avec ou sans le moule microstructuré en PDMS pour évaluer
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I'effet de I'organisation en micro-parois. Dans chacune des parties nous comparons |'ordre des

batonnets fonctionnalisés avec CTAB et MUDOL/MUDIC (80/20).

3.2.1) Propriétés des batonnets en solution.
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Figure 59: Spectre d’absorption UV-Visible des batonnets d’or CTAB mesuré en solution. Les mémes batonnets
fonctionnalisés ou non ont ensuite été séchés dans les expériences suivantes.

Comme contrdle, en solution, une suspension de nanobatonnets CTAB présente typiquement deux
bandes d’absorption transversale et longitudinale dont le maximum d’absorption est situé a 513 nm
et 740 nm respectivement. (Figure 59). Ici la mesure est dite « isotrope » c’est-a-dire qu’elle est
effectuée sur un ensemble de batonnets orientés les uns par rapport aux autres de facon aléatoire.
De plus, dans une suspension de batonnets d’or, les interdistances sont trop grandes pour avoir un

couplage plasmonique entre batonnets.

3.2.2) Mesures des propriétés optiques de batonnets séchés sans le moule de PDMS.
La mesure des propriétés d’absorption est ensuite réalisée sur un échantillon solide obtenu a partir

d’une suspension de batonnets séchée (10°M) sans le moule de PDMS. La suspension séche en
concentrant les nanobatonnets selon I'effet « tache de café » en environ 2 heures dans les conditions
normales de température de de pression. A l'issue de I’évaporation du solvant, un anneau en
bordure du séchage est observé ou la concentration en batonnets est plus élevée qu’au centre de la

149

figure de séchage.”™ Les mesures d’absorbance sont effectuées sur I'anneau pour des batonnets

fonctionnalisés avec du CTAB ou un mélange MUDOL/MUDIC (80/20).
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Figure 60 : Spectres d’absorption de batonnets d’or CTAB séchés sur substrat de FTO enregistrés in situ a différentes
positions. La couleur des courbes correspond a une mesure effectuée sur les photos de méme couleur. A noter le cercle
rouge sur chaque photo indique la zone de mesure (5 um?). L’échelle sur chaque photo correspond a 50 um.

Dans le cas des batonnets CTAB, deux bandes d’absorption sont systématiquement observées
guelque soit la position du faisceau incident (voir cercle rouge sur les photos Figure 60). Le faisceau
du spectrometre est balayé d’une zone concentrée (violet, Figure 60) a moins concentrée (rouge,
Figure 60) en batonnets. On en déduit que les batonnets sont disposés aléatoirement sur le substrat
ce qui confirme les observations MEB précédentes (Figure 58). Il n'y a donc pas d’organisation a
grande échelle. Cependant, a quelques endroits au centre du dép6t, une seule bande d’absorption
sur des flots de particules est mesurée. Ces derniers résultats indiquent que I'ordre des batonnets
CTAB est meilleur au centre de la figure de séchage correspondant a une vitesse d’évaporation du

solvant plus lente.
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Batonnets MUDOL/MUDIC (80,/20).
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Figure 61 : a-b) Spectres d’absorption de batonnets d’or CTAB séchés sur substrat de FTO enregistrés in situ a différentes
positions. La couleur des courbes correspond a une mesure effectuée sur les photos de méme couleur. Les spectres
d’absorptions sont mesurés dans une zone de mesure de 5um?. c-d) Photos de microscopie optique des zones mesurées
correspondantes a a et b respectivement. Echelle 50um.

Dans le cas des batonnets d’or MUDOL/MUDIC (80/20), séchés sans le moule de PDMS, les
propriétés optiques des assemblages fluctuent selon la zone de mesure (Figure 61a). La
concentration en particules évolue de fagon croissante depuis la zone 1 (faible concentration, Figure
61c) vers la zone 6 (forte concentration, Figure 61c) et les spectres d’absorption enregistrés dans ces
zones évoluent avec le gradient de concentration des nanoparticules (Figure 61a). Dans les zones 1-4,
deux bandes d’absorption sont enregistrées alors qu’une seule bande est mesurée dans les zones 5
et 6. On peut en déduire que les batonnets présentent un ordre cristallin dans les zones plus
concentrées en nanoparticules. La reproductibilité des mesures a différentes positions (Figure 61b-d)
confirme I'homogénéité de I'assemblage des batonnets dans les zones concentrées. Ces mesures
sont en accord avec les observations de microscopie électronique olu l'ordre smectique des
batonnets MUDOL/MUDIC (80/20) avait été caractérisé. Par ailleurs, des mesures ont été faites au
centre de la figure de séchage, la mesure d’une unique bande d’absorption (non montré ici) confirme
les observations précédentes avec les batonnets CTAB ou le temps de séchage influe sur la qualité de

I’assemblage.
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3.2.3) Mesures des propriétés optiques de batonnets séchés avec le moule de PDMS.
Les mémes mesures sont effectuées sur les échantillons solides structurés avec le moule de PDMS.

Une suspension de batonnets est donc déposée (10°M) entre le substrat et la surface décorée puis
séchée pendant >12h. Les mesures d’absorbance sont effectuées sur les murs et les cercles définis
par le réseau de plots de la surface microtexturée. Les paramétres du réseau sont ici fixés dans
toutes les expériences (hauteur 35 um, espacement entre les plots : distance centre a centre 175 um,

N

diametre des plots 100 pum). Les mesures sont effectuées a partir de batonnets CTAB et

MUDOL/MUDIC (80/20).
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Figure 62 : a-b) Spectres d’absorption de batonnets d’or CTAB séchés sur une lame de verre a différentes positions sur le
substrat. c-d) Photos de microscopie optique correspondantes aux zones mesurées en a-b respectivement. Echelle 50
1m. Zone mesurée indiquée par des cercles rouges en c et par une fleche en d.

Les propriétés optiques de batonnets CTAB séchés sont mesurées au sein de murs (Figure 62a-c) et
de cercles (Figure 62b-d). Dans les deux cas une seule bande d’absorption est mesurée indiquant de
I’organisation dans les deux cas. L’organisation des batonnets est meilleure au sein des murs plut6t
gue dans les cercles. En effet, dans les murs (Figure 62a-c) une seule bande d’absorption apparait ou
le maximum est décalé a 618 nm vers les plus courtes longueurs d’onde. En revanche, dans les
cercles (Figure 62b-d) une ou deux bandes sont observées suivant la position, indiquant des
assemblages inhomogénes spatialement. Cela peut étre expliqué par la concentration locale en
particules plus importante au sein des murs, ceux-ci ont en effet des dimensions plus importantes
(hauteur, largueur) que les cercles. Une organisation est donc observée pour les batonnets CTAB en
présence du moule de PDMS contrairement aux expériences n’utilisant pas le moule. Ces résultats
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peuvent étre expliqués par le temps de séchage plus long ainsi qu’une concentration en particules

supérieure.

Batonnets MUDOL/MUDIC (80,/20).

a
R, Pnsitinnﬁ} —pagitianil )
o Position|2)
Position(2) Pasttisngd)
0,64 Position(3) Position|4)
- P Pamition |5
“ Position(4) E Positicn{s)
3 et § - PogiticniT)
_Eﬂ.d- Position(5) 3
: | ——
I:I.?-Ii._-_ : ] i T
T et oy
2,0+ - d —
c g ebe 0 wbe ebe T sbo T 1doe ) ﬂ =
Wavelength (nm} [ 1
3 F | g E 3 - N
e o e (e Je ] -
- 1 = il 0 S | ' S

Figure 63 : Spectres d’absorption de batonnets d’or MUDOL/MUDIC séchés sur une lame de verre a différentes positions
sur le substrat. c-d) Photos de microscopie optique correspondantes aux zones mesurées en a-b respectivement. Echelle
50 um. Zone mesurée indiquée par des cercles rouges en c et par une fleche en d.

Dans le cas des nanobatonnets MUDOL/MUDIC (80/20) une seule bande d’absorption est observée
avec un décalage maximum a 560 nm vers les plus courtes longueurs d’ondes et ce quelque soit la
position dans les murs et les cercles (Figure 63a-c). Ces résultats indiquent une bonne homogénéité
des assemblages au sein des murs et des cercles. Les assemblages sont donc plus structurés et
homogénes avec des batonnets MUDOL/MUDIC (80/20) que CTAB, ce qui confirme les observations
effectuées en MEB. Le décalage plus important des propriétés optiques pour les batonnets
MUDOL/MUDIC vers les plus courtes longueurs d’onde indique des couplages plasmoniques plus

forts et suggére un ordre plus cristallin que dans le cas des batonnets CTAB.

3.2.4) Conclusion
Les propriétés optiques collectives de batonnets d’or séchés sur un substrat ont été analysées. La

confrontation des mesures d’absorbance in situ et des observations faites en MEB démontre que la
présence d’'une seule bande d’absorption est corrélée directement a une structuration de type

1140 o5 organisations dans des assemblages constitués de

smectique, en accord avec la littérature.
batonnets d’or fonctionnalisés par du CTAB ou un mélange MUDOL/MUDIC (80/20) ont ainsi été

comparées.
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Dans le cas des assemblages par séchage d’une goutte (sans le moule), un anneau concentrique est
obtenu.**® L'organisation des batonnets MUDOL/MUDIC est meilleure en fonction de la
concentration en particules sur I'anneau alors que les batonnets CTAB ne sont pas organisés. De plus,
le temps de séchage plus important obtenu avec le moule en PDMS permet d’obtenir des
assemblages bien mieux structurés.” Il est donc important d’avoir un séchage long et une

concentration en particules élevée pour avoir une bonne organisation.

Dans les cas étudiés, avec une chimie de surface différente, les batonnets CTAB montrent une
organisation tres hétérogene sans le moule. Elle s"améliore avec la concentration en particules dans
les murs. Les batonnets MUDOL/MUDIC montrent une organisation homogéne en accord avec les
mesures précédentes (SAXS, microscopie électronique). De plus, le maximum de la bande plasmon
est trés décalé vers les plus courtes longueurs d’ondes. Ceci suggére un meilleur ordre des batonnets

MUDOL/MUDIC que CTAB (en accord avec les résultats de la partie précédente).

En perspective, les mesures optiques et les analyses de microscopie électronique seront effectuées
en parallele sur des substrats marqués pour corréler directement les propriétés optiques des
assemblages avec leurs structures. Un modele théorique est en cours de développement au CRPP. En
effet, les propriétés optiques sont supposées dépendre du nombre de couches de batonnets
constituant I’assemblage. Nous avons ici identifié une tendance : un décalage plus important vers les
plus courtes longueurs d’'onde est observé pour des assemblages plus structurés. Ces résultats

préliminaires sont trés encourageants.
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3.3) Séchage de batonnets semi-conducteurs CdSe@CdS (QR) grace a la

surface décorée en PDMS.
Les batonnets semi-conducteur CdSe@CdS (noté QR : Quantum Rods) ont des propriétés optiques

remarquables qui dépendent de la taille et de la forme des nanocristaux.’® °% °* 5! |es QR
concurrencent avantageusement leurs homologues sphériques dans le domaine de la conversion
d’énergie.®® En effet, la séparation de charge photo-induite est meilleure pour les batonnets ce qui

62,132 Nganmoins, la

les rend plus intéressants pour fabriquer des cellules solaires (voir introduction).
fabrication de matériaux composés de briques élémentaires dépend de I'assemblage de ses nano-
constituants. En particulier, dans le but de fabriquer des matériaux nanostructurés via une approche
« bottom-up », il est nécessaire de régler les interactions entre ses constituants. Cela implique un
controdle fin de la chimie de surface dans le but d’avoir un équilibre entre les forces attractives (Van
der Waals...) et répulsives (électrostatiques, stérique..) comme nous l'avons vu pour les
nanoparticules d’or. Dans l'optique de préparer un supercristal (ou matériau nanostructuré), la
forme et la taille macroscopique du matériau final doivent étre maitrisées. Jusqu’a présent, les
méthodes pour obtenir des supercristaux composés de QR reposent principalement sur I’évaporation

10, 45, 153

controlée (Pression, température) des QR en phase organique. Il est aussi possible de les

91101 cependant, ces méthodes

assembler a I'interface de solvants® (eau/toluéne) ou par déplétion
ne permettent pas d’avoir un assemblage macroscopique de morphologie contrdlée, ils restent de
forme et de taille mal définies. De plus, ces méthodes utilisent des batonnets dispersés en solvant
organique toxiques comme le toluéne, le chloroforme ou bien la trioctylphosphine. Dans ce travail,
nous nous sommes attachés a travailler dans I'eau. Ce solvant « propre » permet en effet de
travailler avec des matériaux biologiques comme des protéines (hydrogénase par exemple), de I’ADN
et permet surtout de moduler les parametres de réseaux du supercristal par des interactions
électrostatiques. En effet, dans un solvant apolaire, il est difficile de moduler les interdistances entre

batonnets autrement qu’avec des répulsions stériques, alors que dans I'eau, on peut facilement

introduire des répulsions électrostatiques a longue distance.”*

La méthode de séchage utilisant le moule microtexturé en PDMS a été appliquée avec les QR. Les QR
initialement dispersés en solvant organique doivent étre impérativement fonctionnalisés dans I'eau.
En effet, les batonnets hydrophobes s’adsorbent sur le PDMS rendant impossible I'utilisation du
moule. Les ligands organiques de synthése ont donc été échangés par un peptide pour stabiliser les
QR dans l'eau. La structure particuliere du peptide C3A;,E,CO,H a été choisie car elle permet la
structuration en phase de type smectique B des batonnets lors du séchage. De plus, la stabilité

colloidale des batonnets est conservée aprés échange ainsi que leurs propriétés optiques. Cette
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étude a principalement été menée par Thomas Bizien au laboratoire, avec qui j'ai travaillé

étroitement.

3.3.1) Caractérisation morphologique des QR.

Ces batonnets ont été synthétisés en phase organique selon le protocole décrit par Carbone et al.*
Dans ce travail, le méme lot de batonnets a été utilisé. La longueur des batonnets est de 17,9+0,7nm
et la largeur de 6,7+1,2nm. Ces batonnets sont tres monodisperses. Ces caractéristiques
morphologiques ont été déterminées a partir d’images MET grace a un logiciel de traitement d’'image

(Image J, voir annexe).
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Figure 64 : a-b) histogramme de taille correspondant a la longueur et la largeur des batonnets respectivement. c) image
de MET des QR.

3.3.2) Auto-assemblage des QR peptides.

Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS).

Les QR sont fonctionnalisés dans I'eau par un peptide comportant une chaine alkyle : C;A;,E,CO,H
(voir page 68). Lorsqu’une suspension de ces QR-C3A;;E,CO,H est séchée sur une grille de
microscopie, on observe des structures organisées. De facon a évaluer I'ordre et la portée de ces
assemblages, la structure de QR séchés dans des capillaires a été analysée en SAXS. Ces données ont
été acquises sur la ligne SWING au synchrotron SOLEIL aprés un séchage total. Un ordre lamellaire et
hexagonal est clairement identifié, correspondant a une phase smectique B, sur toute la longueur du
capillaire (Figure 65a). Les parameétres de la phase smectique sont de asm=a=97,6 A et de
dsms=(c/3)=212,6 A. Il est intéressant de noter que l'ordre est a grande échelle, défini par le

parametre inter-lamellaire « ¢ » correspondant a 3 couches de QR.
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Figure 65: a-b) Diffusion des rayons X aux petits angles des batonnets C;A;;E;CO,H fonctionnalisés dans I'eau et
fonctionnalisés dans le toluéne puis séchés dans un capillaire respectivement. Un ordre lamellaire et hexagonal
correspondant a une phase smectique B est clairement identifié. Ces données ont été acquises sur la ligne SWING au
synchrotron SOLEIL. L’organisation en smectique des QR est schématisée en haut a droite. A gauche est schématisé le
capillaire, cette phase a en effet été observée sur toute la longueur du capillaire.

L’organisation des QR-C3A;,E,CO,H a été comparée a celle des QR hydrophobes stabilisés avec des
acides phosphoniques a longue chaine (ODPA, HPA) avant I’échange de ligands. Dans ce cas-13, les QR
sont séchés a partir d’'une phase organique (Figure 65a). Une phase de type smectique B de
parametres a=asm=68,6 A et c=ds.5=168,9 A est identifiée. Les parameétres de la phase smectique
sont donc plus grands dans le cas des batonnets hydrophiles. Cela peut étre expliqué par les
répulsions électrostatiques intervenant dans les cas des QR hydrophiles qui augmentent les
interdistances. En outre, les pics définissant la phase smectique des batonnets hydrophobes sont
plus élargis et I'ordre inter-lamellaire est de plus mauvaise qualité. L’ordre cristallin des QR séchés
est donc meilleur pour les batonnets fonctionnalisés avec le peptide C3A;;E,CO,H que les batonnets

hydrophobes. L'utilisation du ligand C3A;,E4,CO,H augmente donc remarquablement la structuration

en phase smectique (Figure 65).

Utilisation du moule de PDMS
Afin d’intégrer ces autoassemblages dans des microsystémes, les QR fonctionnalisés par le peptide

C5A11E,CO,H sont séchés sur un substrat en utilisant le moule de PDMS comme décrit
précédemment. Du tween 20 est préalablement ajouté en solution avant le séchage
(0,12mM>CMCr,0) comme pour les nanobatonnets d’or. Les parametres de réseaux du moule sont
les mémes que précédemment (Figure 51d), ainsi la distance entre les plots est fixée a 75 um, le
diametre des plots a 100 um et la hauteur des plots a 35 um. Lorsque l'on retire le moule, des

assemblages macroscopiques sont obtenus (Figure 66a) du méme type que ceux obtenus avec des
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batonnets d’or (Figure 51c). Les QR fluorescents sont en effet assemblés au sein de murs et de
cercles comme observé en microscopie optique (Figure 66a). La microscopie électronique a balayage
permet de caractériser les murs a différentes échelles. Ces caractérisations ont été faites a

Marcoussis en collaboration avec I'équipe de C. Gosse au LPN par Christophe Dupuis.

Sur les clichés MEB, les batonnets assemblés en phases hexagonale sont observés (Figure 66d) a
incidence normale. En clivant le substrat, des ordres lamellaires sont mis en évidence (Figure 66e-f).
Cependant I'observation en profondeur des structures pour révéler la phase smectique B des QR est
plus difficile qu’avec les batonnets d’or. Les QR sont en effet moins denses en électrons ce qui rend

I’observation plus compliquée.

Figure 66 : a) Image de microscopie a fluorescence des réseaux de particules obtenus par la méthode du moule
microtexturé en PDMS. d-e) Images de microscopie électronique a balayage a différentes échelles. Les lettres sur c)
indiquent les positions sur le mur ol les photos suivantes ont été prises : d) Ordre hexagonal des QR observé a incidence
normale de la surface. g-h) Organisation smectique des QR révélée par clivage d’'un mur.

Ainsi une nouvelle technique a été envisagée, le matériau a été découpé « en feuillets » de murs et
ensuite observés en STEM-HAADF (Scanning Transmission Electronic Microscopy-High-Angle Annular
Dark Disk). Les feuillets ont été découpés par FIB (Focused lons Beam), récupérés a l'aide d’un
micromanipulateur puis lavés a basse tension. Ces manipulations délicates ont été faites par David
Troadec (CNRS UMR 8520, IEMN, Villeneuve d’Ascq). Les feuillets sont ensuite visualisés en STEM-
HAADF. Cette technique se distingue du TEM classique car le faisceau d’électrons est balayé. Cette
technique est également sensible au numéro atomique des éléments constituant I'échantillon. Ces

observations ont été faites par Ludovic Largeau (CNRS, LPN). La Figure 67a montre la section d’un
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mur coupé a incidence normale par FIB. Les éléments plus lourds apparaissent plus « clairs » sur
I'image. Les QR peuvent donc étre plus facilement différenciés de la matiere organique. Ainsi les
ordres inter et intra lamellaires sont caractérisés (Figure 67b-c). De plus, le parameétre de la phase
hexagonale peut étre extrait de ces images en donnant asms = 96,7 A en accord avec les mesures SAXS

(Ol\J dsmp = 97,6 A)
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Figure 67 : a) Photo STEM-HAADF d’une section de mur coupée par FIB a incidence normale. Les lettres sur a) indique la
position des photos suivantes ; b) agrandissement mettant en évidence I'ordre hexagonal des QR ; c) Agrandissement
mettant en évidence I'ordre lamellaire des QR. d) Profil d’intensité opéré sur ’encadrement bleu de c).

3.3.3) Conclusion
Les QR CdSe@CdS sont fonctionnalisés dans I'eau par un peptide comportant une chaine alkyle.

Cette optimisation de la chimie de surface des QR permet, par séchage contrélé, d’obtenir une phase
smectique B sur de grandes distances avec une morphologie définie. En effet, I'ordre lamellaire est
défini par une cellule contenant trois couches de QR définies par le parametre c ou I'ordre de la
phase smectique est élevé comme I'atteste la corrélation entre les trois couches successives (Figure
65). Cet assemblage est homogéne sur toute la longueur du capillaire. Les batonnets séchés a partir
de la phase organique (non-fonctionnalisés) sont également assemblés en phase de type smectique B
mais avec un ordre beaucoup moins cristallin que les QR fonctionnalisés par le peptide long. Les

parametres de la phase smectique sont plus grands pour les QR séchés a partir d’un solvant polaire.

Le moule de PDMS a été utilisé pour assembler ces QR-peptides macroscopiquement sur un substrat.

Les parametres de réseau du moule en PDMS sont les mémes que ceux utilisés avec les batonnets
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d’or. Les QR sont donc assemblés selon des murs et des cercles micrométriques. Les clichés de
microscopie électronique confirment la nano-structuration des QR au sein des murs dans des phases
de type smectique B. Les interdistances mesurées sont en accord avec les mesures SAXS. Ces
résultats montrent que I'on peut appliquer cette méthode de séchage aux QR fonctionnalisés dans

I’eau et que le séchage dirigé selon des ménisques ne perturbe pas I'ordre smectique des QR.

Les phases smectiques identifiées en SAXS avec les QR sont en général mieux organisées (pic plus
fins, plus d’harmoniques) que celle obtenues avec les batonnets d’or. Cela provient probablement de
la monodispersité des QR plus grande que les batonnets d’or. En effet les dimensions des batonnets
d’or et des QR sont mesurées avec une incertitude de 23% et de 4% (% par rapport a la taille
moyenne) respectivement. La monodispersité des échantillons est donc importante pour envisager

des assemblages smectiques.>?® 412 4445, 632,135
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3.4) Conclusion générale
L'assemblage de batonnets d’or et CdSe@CdS fonctionnalisés dans I'eau a été conduit par séchage.

La surface des deux types de batonnets a été modifiée judicieusement par des ligands alcanethiols et
peptides permettant leurs assemblages dans des phases de type smectique. La présence d’une
chaine alkyle pour ces deux ligands permettrait I'interdigitation des chaines durant le séchage et

favoriserait I'assemblage smectique grace a des interactions de type Van Der Waals. ' 322 416 114b, 141

Pour les batonnets d’or, les meilleurs assemblages sont obtenus avec le MUDOL, un ligand de charge
neutre; alors que pour les QR, le peptide C;A;1E,CO,H qui permet la structuration durant le séchage
est de charge négative. Des essais ont été conduits pour fonctionnaliser les batonnets d’or avec
C3A1;,E4CO,H (et avec MUDIC), cependant aucune structuration n’a été obtenue apres séchage. De la
méme maniere, les QR fonctionnalisés avec C;A;1E,; ne s’organisent pas alors que les batonnets d’or
ainsi fonctionnalisés oui. L'interaction entre particules durant le séchage est en effet multifactorielle

et va dépendre notamment d’interactions dipolaires™ **¢

propres a la nature de la particule. Il est
donc nécessaire d’adapter la fonctionnalisation des colloides en fonction de leur nature. Les
parameétres généraux identifiés par I'expérience pour avoir un assemblage structuré sont : un
séchage lent, la monodispersité des colloides, une concentration élevée en particules ainsi qu’une

chimie de surface adéquate.

Nous proposons une méthode pour former des cristaux 3D nanostructurés de taille et de forme
définies et prédéterminées. Cette méthode consiste a utiliser un moule microtexturé en PDMS qui
dirige le séchage selon les ménisques imposés par les parametres géométrique du réseau du moule.
Les particules sont ainsi assemblées selon des murs et des cercles mais il est possible de varier la
géométrie de I'assemblage en modifiant les paramétres géométriques de réseau du moule. Ainsi des
structures macroscopiques, reliant 4 piliers, en forme de tétrapodes ont été obtenues. Des batonnets
d’or et des QR ont été séchés par cette méthode et, dans les deux cas, des phases smectiques ont été
observées. Ces résultats montrent que la méthode est applicable aux colloides (particules,
protéines...) en général. Le séchage a été conduit sur différents substrats (Or, wafer de silicium,
verre, ITO, FTO) et la méme organisation multi-échelle a été caractérisée. Cette méthode requiere
I'emploi d’un surfactant, le tween 20, qui ne perturbe pas la nanostructuration des batonnets.
Différents tensio-actifs ont été testés (Tween 20, SDS, CTAB, n-dodecyl-beta-D-Maltoside) et la
formation de murs a été observée dans tous les cas. Par ailleurs, cette technique permet de réaliser
des séchages lents (>12h) dans les conditions normales de température et de pression. Dans la
littérature, des séchages lents sont obtenus avec une atmosphére saturée en solvant.”> Dans le cas

présent, des QR ont été assemblés en I'absence de solvant organique.
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Cependant, le phénomene de retrait des ménisques durant le séchage est complexe. En effet, la
connexion entre les murs et les cercles n’est pas toujours reproductible et la taille des supercristaux
est donc limitée a quelques millimetres. Un modele prédictif a été dévellopé a I'Institut de Physique
de Rennes (These M. Postic) qui pourrait permettre d’améliorer I'étendue des assemblages sur le
substrat ; la portée de I'assemblage ne serait alors que fonction de la taille initiale du moule.

Les propriétés optiques collectives des batonnets d’or ont été analysées. La mesure d’une unique
bande d’absorption est cohérente avec un assemblage smectique en accord avec les observations

a 114 ) o5 batonnets d’or

effectuées par MET, par SAXS et les données de la littérature.®
fonctionnalisés avec un mélange de MUDOL et de MUDIC (80/20) sont assemblés de maniére
homogene au sein des murs. Ces assemblages pourraient étre utilisés comme capteurs via I'effet
SERS.>?® Les propriétés optiques collectives des QR, assemblés grace au moule de PDMS, ont été
étudiées par Thomas Bizien (non montré ici) et des variations du temps de vie de fluorescence ont
notamment été mesurées. La perspective de ce travail concerne des assemblages mixtes
QR/batonnets d’or pour étudier les couplages phonons-plasmons. Par ailleurs, les assemblages de QR
pourront étre utilisés comme une électrode nanostructurée pour diriger des réactions d’oxydo-

réduction photo-induites. Une thése a d’ailleurs commencé au laboratoire (Benoit Boichard,

financement région) sur ce sujet.

La méthode de séchage proposée ici est donc simple, peu colteuse et applicable a tous les types de
colloides dispersés dans I'eau. Mise a part la préparation des colloides, I'assemblage de type
« bottom-up » est ici obtenu simplement en laissant sécher la suspension de nanoparticules. Cette
méthode se différencie donc des autres voies d’assemblages « top-down » qui utilisent des batis

physiques onéreux.
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Chapitre 4 : Réactions d’oxydo-réduction photo-induites (photorédox)
utilisant les QR_CdSe@CdS.

« Vers des réactions photocatalytiques »

ors de I'absorption d’un photon de suffisamment haute énergie (supérieure a I'énergie de la
bande interdite), une paire électron-trou est générée dans la particule appelée exciton. Cet
exciton va permettre la formation de radicaux libres qui vont soit réagir avec des composés
présents dans le milieu ou alors se recombiner suivant divers mécanismes (recombinaisons
radiatives, non radiatives...). Dans le but de réaliser des réactions photorédox, il est nécessaire
d’éviter la recombinaison des porteurs de charges selon des processus radiatifs, mécanismes
notamment a la base des propriétés de fluorescence des QR. La séparation des charges au sein de la
nanoparticule est donc un point tres important pour envisager ces réactions photorédox. Il a été
montré que la forme oblongue des QR permettait une meilleure séparation de charge (selon leur

6, 157

grand axe) que leurs homologues sphériques. Le couplage des QR avec des métaux tel que le

platine ou I'or via la formation de jonction de type Schottky permet également d’augmenter la durée

28b, ¢, 158

de vie de I'exciton. De plus leur composition coeur-coquille est adapté a ce genre de réactions,

les QR CdSe@CdS sont en effet « quasi type Il » (lié a I'alignement des bandes) permettant le
confinement des trous dans le germe et la délocalisation de I’électron selon le grand axe du QR.* .
> Les QR sont utilisés dans ce travail comme collecteur de lumiére pour convertir I'énergie lumineuse
en énergie électrique dans le but de diriger des réactions d’oxydo-réduction. Nous chercherons, en
premier lieu, a discriminer I'activité rédox de QRs de rapport d’aspect variable grace a l'utilisation
d’une sonde rédox hydrosoluble. Dans un deuxieme temps, nous nous sommes attachés a étudier un
sel de benzénediazonium qui a la possibilité de se greffer sur les QRs, grace a des réactions d’oxydo-

réduction photo-induites. Enfin, des hétérostructures QR/Au ont été synthétisées en photo-réduisant

un sel d’or original sur les QRs.
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4.1) Optimisation du rapport d’aspect des QR : photoréduction d'une sonde
fluorescente Ox/Red hydrosoluble.

4.1.1) Introduction et état de I'art.

Les synthéses organométalliques de QR CdSe@CdS permettent de moduler la longueur de la coquille
CdS a partir des germes de départ. Il a été montré théoriquement et par I'expérience que la
séparation des charges photogénérées des QR de type Il s’établit préférentiellement

3839 Avant d’utiliser les QR CdSe@CdS pour des réactions photorédox efficaces, il

longitudinalement.
est important de sélectionner le lot de batonnets d’intérét parmi tous les lots synthétisés. Les
méthodes utilisant un indicateur organique Rédox apparaissent comme les plus simples pour sonder
les propriétés photorédox des différents lots de QR. Elles ont déja été utilisées pour comparer

I'activité photorédox de nanoparticules de forme et de composition différentes (Figure 68a).

8

Quantum Yield (%)
8 &5 8 B

My’

Figure 68 : a) Figure tirée de Zhu et al® comparant l'activité photorédox de nanoparticules de différente nature et
composition. B) Figure tirée de Costi et al™®® montrant un schéma de réduction de bleu de méthyléne par une hétéro
structure.

Dans ce travail, Zhu et al,*®® discriminent I'activité photorédox de batonnets et de sphéres de
compositions variées grace au méthyl-viologéne (MeV). La géométrie cceur@coquille des batonnets
CdSe@CdS de grands rapports d’aspect apparait comme la plus efficace pour diriger Ia
photoréduction du MeV. Nous avons déja mis en évidence que selon la taille (grande ou petite) du
cceur CdSe les porteurs de charges sont confinés (type |) ou délocalisés (type Il) respectivement. En
effet, il a été démontré que la photooxydoréduction catalysée par les QR dépend de la taille du
germe.® Dans ce travail, Amirav et Alivisatos comparent I'activité photocatalytique de plusieurs lots
d’hétérostructures (CdSe@CdS/Pt) ayant des cceurs CdSe de différentes tailles. lls démontrent ainsi
une meilleure activité photorédox pour les QR possédant un cceur de petite taille (< 3 nm). Aussi
dans cette these, pour les réactions photorédox, les QR ayant des cceurs de petite taille (émission
dans le vert) plut6ét que des coeurs de plus grande taille (émission dans le rouge) ont été privilégiés. Il

a par ailleurs été démontré que I'activité photorédox des QR augmente avec le degré de confinement
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s 7

quantique (lié a I'inverse de la taille) de facon a générer des électrons de plus haute énergie.’® La
séparation des charges photogénérées a aussi été maximisée via la formation d’hétérojonctions de
type Schottky. Des hétérostructures QR/Or ont été synthétisées (Figure 68b) et elles ont réduit plus

efficacement le bleu de méthyléne que les mémes QR sans Or.***

Le bleu de méthylene et le méthylviologeéne sont des médiateurs Rédox qui peuvent étre
successivement réduits ou oxydés selon le potentiel. Il est alors difficile de suivre la cinétique de
réduction du médiateur si la réaction Rédox est réversible. Dans cette optique, nous avons choisit la

1) une sonde Rédox qui se réduit de maniére

résazurine (autrement appelée Alamar Blue
irréversible. Cette sonde a permis d’évaluer les propriétés photorédox de QR en fonction de leur
rapport d’aspect. C’est une sonde Rédox couramment utilisée comme indicateur coloré dans des
tests d’activité cellulaires ou encore des tests de contamination du lait par des bactéries. La
résazurine (bleue et non fluorescente) est réduite de facon irréversible en résorufine (rose et

fluorescente) et réduite a nouveau (incolore et non fluorescente) sous une forme hydrolysée (Figure

69). La cinétique de réduction de la résazurine par les QR photo-activés a été suivie par spectroscopie

UV-visible.
(o] (o] (o] 8 o o HO (o] o]
P —_ «> |
N N N
o H
résazurine résorufine hydrorésorufine

Figure 69 : Forme Rédox de la résazurine (Ox), résorufine (Red) et de I’hydrorésorufine.
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4.1.2) Caractérisation et choix des QR utilisés dans cette étude
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Figure 70 : Caractérisations morphologique et optique de trois lots de QR différents : 15*5 nm (bleu), 50*5 nm (rouge) et
75*5 nm (noir). a) Statistique de taille (diameétre=f(longueur)) réalisée manuellement sur plus de 100 particules par
échantillon, b) Spectre d’absorbance, c) Spectre d’intensité de fluorescence, d) images MET, la photo non encadrée
correspond aux germes (seed) CdSe de départ (6=2.7 nm). Echelle 50 nm.

Les trois lots de QR (présentés dans la Figure 70), ont été synthétisés selon la procédure décrite en
partie expérimentale page 184. L’analyse morphologique, a partir des clichés MET, révele que chacun
des lots de QR présente un rapport d’aspect différent. lls sont issus du méme germe CdSe de départ
(8=2.7 nm, A¢mission=535 nm) et leurs propriétés optiques en absorbance et en émission sont similaires
(Figure 70b-c). En effet, les propriétés optiques des QR sont dirigées par la taille du germe et par
I’épaisseur de la coquille (diametre), paramétres fixés dans ces expériences. Les trois lots de QR
synthétisés a partir de ces germes possedent le méme diametre de 5 nm et ont une longueur
respectivement de : 15, 50 et 75 nm (Figure 70a et d). Le rapport d’aspect des QR est donc le seul

parameétre variable dans les expériences de photoréduction de la résazurine en présence de QR.
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4.1.3) La résazurine : une sonde rédox originale
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Figure 71 : a) Forme Rédox de la résazurine (Ox), résorufine (Red) et de I’hydrorésorufine. b) Spectres d’absorption de la
résazurine seule avant irradiation (noire) et aprés 10 min d’irradiation (rouge). c) spectres d’absorption d’une suspension
de QR (75*5 nm, 2.78.107 M) + résazurine (17.24 uM) en fonction du temps d’irradiation. Aprés 40 min d’irradiation la
totalité de la résazurine est réduite en résorufine. D) Voltampérogramme i=f(E) de la résazurine montrant l'irréversibilité
de la réaction de réduction, démontrée par la disparition du pic a -0,48V vs SCE (indiqué par une fleche rouge). Cette
expérience a été faite avec Didier Floner (Institut des Sciences Chimiques de Rennes, UMR 6226).

La résazurine (Ox, Figure 71a) est une molécule non fluorescente dont le maximum d’absorption se
situe a 600 nm (Figure 71b). Elle se réduit de facon irréversible en résorufine comme démontré sur le
voltampérogramme (Figure 71d) ou le pic de réduction de la résazurine disparait aprés deux cycles.
Au cours de la réaction de réduction de la résazurine, on observe la formation paralléle de résorufine
ayant un max d’absorption a 571 nm (Figure 71b-c). L’existence d’un point isobestique (Figure 71c)
démontre I'existence d’un équilibre entre deux espéces, en I'occurrence la résazurine et la résorufine
et donc I'absence de réaction secondaire faisant intervenir une troisieme espéce. La résazurine doit
étre stockée a I'abri de la lumiére, c’est en effet une molécule photosensible qui peut se réduire
spontanément sous l'irradiation de la lumiere du visible (Figure 71b). Il est possible de suivre la
cinétique de réduction de la résazurine, en présence de QR, en mesurant I'évolution de I'absorbance
a 600 nm (Figure 71c) jusqu’a la disparition du pic d’absorbance qui se traduira par I'observation d’un

plateau sur la courbe (Arezas00nm=Ff(t)).

4.1.4) Criblage des propriétés photorédox de QR de rapports d’aspect différents.
La réaction de réduction de la résazurine catalysée par les trois lots de batonnets de différents

rapports d’aspect a été suivie a 600 nm (correspondant au maximum d’absorption de la rézasurine)
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dans l'eau par spectroscopie UV-visible. La concentration molaire des QR est fixée (méme

absorbance) et ils sont incubés avec la méme quantité de résazurine.
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Figure 72 : a) Suivi de I’absorption a 600 nm du systéme QR+résazurine en fonction du temps d’irradiation (en minute)
pour trois lots de batonnets : 75*5 (noir), 50*5 (rouge) et 15*5 (bleu) avec irradiation (étoile) et sans irradiation (carré).
Les losanges roses corespondent a la réduction de la résazurine seule sous irradiation dans les mémes conditions
démontrant que la réaction est effectivement catalysée par les QR. b) Suivi de I'absorption a 600 nm du systéeme
QR+résazurine en fonction nm du temps d’irradiation (en minute) pour trois lots de batonnets : 75*5 (noir), 50*5 (rouge)
et 15*5 (bleu) avec irradiation (étoile). a-b) C°qg : 2.78.10° M ; C® ésazurine - 17.24 pM, 62 équivalents.

La cinétique de réduction de la résazurine en présence de QR est plus rapide sous irradiation (Figure
71a), démontrant I'activité photorédox des QR. De plus, suivant les différents rapports d’aspect, la
réduction photo-induite est catalysée d’autant plus efficacement (Figure 71c). Cette expérience
démontre clairement que les QR catalysent la photoréduction de la résazurine et ce d’autant plus

que leur rapport d’aspect est grand (75*5>50*5>15*5 nm, Figure 72a-b).

Par ailleurs, la chimie de surface des QR a été variée en modifiant la nature du ligand peptidique
recouvrant la coquille inorganique des QR. Les QR sont alors fonctionnalisés avec C3EsD ou
C3A11E4CO,H (Figure 73a-b respectivement). La cinétique de réduction de la résazurine est plus rapide
pour les QR fonctionnalisés avec C;E¢D (Figure 73c). Ces résultats confirment les mesures en
électrochimie (page 72) ol le photocourant des QR-C3E¢D était dix fois plus important que dans le cas
des QR-C3A;1E,CO,H. Les meilleures propriétés photorédox sont alors obtenues pour des QR
« longs » (75*5 nm) fonctionnalisés avec le ligand peptidique « court » C3E¢D. Ce résultat est relié a
I'accessibilité des électrons photogénérés a la résazurine et au taux de couverture de la surface par

les ligands.
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Figure 73: a) Spectres d’absorptions du systeme QR (C3;A;;E,CO,H)+résazurine a différents temps d’irradiation. b)
Spectres d’absorption du systeme QR (C;E¢D)+résazurine a différent temps d’irradiation. c) suivi de I'absorbance a 600
nm correspondant aux 2 spectres d’absorption a et b désigné par « long » et « short » respectivement. Les QR de
dimensions 75*%5 nm ont été utilisés pour cette expérience.

4.1.5) Conclusion
Les propriétés photorédox de QR de différents rapports d’aspect ont été comparées dans I'eau grace

a l'utilisation de la résazurine. Ainsi, les QR de plus grand rapport d’aspect sont plus efficaces pour
réduire la résazurine. De plus, les QR fonctionnalisés avec le ligand peptidique court (C3EsD) sont de
meilleurs catalyseurs que les QR modifiés avec le peptide long présentant une chaine alkyle
(C3A11E4,CO,H). La couche organique fonctionnalisant les QR influence leurs propriétés photorédox, ce
qui confirme les expériences d’électrochimie ol un photocourant dix fois plus important a été

mesuré pour les QR-C3E¢D, en comparaison avec les QR-C;A;1E,CO,H.

La méthodologie adoptée ici pour évaluer les propriétés photorédox des QR dans I'eau est originale.
Elle permet de comparer les propriétés photorédox des QR avec un gain de temps important. En
effet, il est possible de comparer dans le méme temps plusieurs échantillons contrairement aux
expériences d’électrochimie qui nécessitent des temps d’équilibration long et ol un seul échantillon
peut étre analysé a la fois. Cette méthode permet donc de présélectionner en amont un échantillon
de QR. Les QR de « grand » rapport d’aspect (75*5 nm) fonctionnalisés avec le ligand peptidique

C3EsD ont donc été choisis pour les réactions d’oxydo-réduction photo-induites par la suite.

Précédemment, la réduction d’'une molécule organique a été effectuée. Nous avons déja mis en

évidence que les charges photo-induites, i.e. les électrons photogénérés, peuvent permettre de
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réaliser la réduction d’'une molécule hydrosoluble. Il s’agit maintenant d’exploiter ces réactions
d’oxydoréduction pour réaliser le photogreffage d’un ligand organique a la surface des QR. Ainsi, des
molécules organiques ayant la possibilité de se greffer sur la surface des QR aprés réduction de leur
fonction d’ancrage ont été utilisées. Le greffage photo-induit de molécules organiques comme les
sels de benzénediazonium a donc été exploré dans ce travail. D’autres expériences concernant la
réduction de ponts disulfures ont été tentées. De plus, les sels de benzénediazonium ont été choisis
pour pouvoir post-fonctionnaliser les QR via des couplages de type amide. Cette post-
fonctionnalisation pourrait permettre de greffer des catalyseurs d’intéréts sur les QR. Dans un
deuxieme temps, nous chercherons a savoir si ce greffage s’effectue de fagon homogeéne ou s'il est
préférentiellement localisé la ou la densité d’électrons photogénérés est la plus grande. S'il est
envisageable de greffer localement des ligands alors il est possible de synthétiser des particules de
type « Janus » par irradiation (Figure 74). Les particules Janus sont des particules présentant un
caractere dissymétriques (appelées ainsi en référence au Dieu Romain) et qui ont de nouvelles

propriétés colloidales.®%® 62

x

Red L YYYYYYYYY X (Red) ? YYYYYYY XX K-
@h—e || — (@ =
NI BN i

Ox T AAKAAAAL T X (Ox) AAMAAAA %X

Figure 74 : Schéma explicatif de la problématique : peut-on imaginer photo-greffer une molécule (X) par une réaction
d’oxydo-réduction localisée la ou la densité d’électrons est la plus grande et ainsi dissymétriser la fonctionnalisation de la
particule ?
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4.2) Réduction de sels de benzénediazonium: Intérét pour la post-
fonctionnalisation.

4.2.1) état de I'art et objectifs
Les sels de benzenediazonium appartiennent a une famille de composés tres réactifs et importants

en chimie organique car la réduction du groupement diazonium permet d’activer le cycle
aromatique. Il est ensuite facile d’introduire d’autres substituent sur le cycle aromatique pour
effectuer le greffage de petites molécules (amine par exemple) et de réaliser un couplage covalent
(donc robuste) a une surface par exemple. L'intérét de ces molécules organiques a été démontré en
1992 par Jean Pinson et ses collaborateurs pour passiver la surface d’électrodes de carbone.'® La

synthése de ces molécules est rapide et les surfaces peuvent étre modifiées avec un tres large choix

164

de groupements fonctionnels.”™ La fonctionnalisation de surface par ces molécules permet de

changer les propriétés de mouillage'® (caractére hydrophobe/hydrophile), de réaliser des jonctions
silicium-molécules pour I'électronique moléculaire'®® ou bien encore de greffer de facon covalente
des macromolécules (protéines...) sur des surfaces.'’ L’avantage de cette chimie de surface est que
la réduction du groupement diazonium induit la formation d’un radical aryl trés réactif et le greffage

des cycles sur les surfaces est robuste (via la formation de liaisons covalentes).'®® Le greffage

167b, 168

covalent de ces molécules est éventuellement suivi d’'une réaction de polymérisation ou des

17,18

liaisons de type diazobenzéne peuvent étre formées (Figure 75a). Ces molécules peuvent se

greffer sur des surfaces de différentes natures (métallique, semi-conductrice, isolante)*®* 3 la
différence des thiols et permettent de meilleurs contacts électroniques (Figure 75a). Les surfaces de

9

nanoparticules d’or,"®® magnétiques'’® ou bien encore de nanotubes de carbones®® ont été

fonctionnalisées avec ces sels de benzénediazonium. En revanche, peu de travaux ont explorés la

fonctionnalisation de quantum dots.*”*
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Figure 75 : a) Mécanismes de modification de surfaces, de différentes natures, par des sels de benzénediazonium réduit
par voie (électro)chimique. C=Carbone, SC=semi-conducteur, M=métal, P=Polymeére, I=Isolant. Source'®* b) Stratégie
employée pour greffer un catalyseur synthétique sur des nanotube de carbone pour la production d’hydrogéne assistée
par un courant. Le sel 4-(2-Aminoethyl) benzénediazonium (AD) est réduit dans I'acétonitrile pour relier les deux
constituants. Source® c) Préparation du sel 4-(2-Aminoethyl) benzénediazonium dans I’eau a pH acide en présence de
nitrite de sodium et stratégie employée dans cette thése pour réduire le groupement diazonium par les QRs
photoactivés.

Dans la littérature, les surfaces d’électrodes, de nanoparticules ou de membranes ont été modifiées
par la réduction du groupement diazonium dirigée via I'application d'un potentiel (voie

1642, 1670, 168 | i dans ce travail,

électrochimique), par micro-onde, ou bien encore par voie chimique.
nous avons choisi de réduire le sel 4-(2-Aminoethyl) benzénediazonium soluble dans I'eau et sur
lequel il est envisageable d’effectuer une post-fonctionnalisation. L'objectif est de réduire les
groupements diazonium par les QR photo-activés pour former des radicaux aryls (ou des cations*’?),
tres réactifs qui se greffent ensuite a la surface des QR par un couplage covalent. L'intérét de cette

fonctionnalisation chimique porte sur la post-fonctionnalisation des sels, par formation d’amide a
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partir des groupements éthylamine avec des esters activés a la surface des nanocristaux. Ce sel a
précédemment été utilisé par les groupes de M. Fontecave et de S. Palacin pour fonctionnaliser des
nanotubes de carbone (NTC), permettant de post-greffer, via un couplage peptidique, les NTC avec

8173 Grace a cette approche,

un catalyseur synthétique pour la production d’hydrogene (Figure 75b).
il est donc envisageable de fonctionnaliser les QR CdSe@CdS avec un catalyseur semblable par la
suite. De plus, si la réaction de polymérisation des benzénediazonium est localisée aux pointes des

QR, alors il sera possible de synthétiser des particules « Janus » par la lumiére.

4.2.2) Préparation et stabilité du sel de benzénediazonium.
Le sel 4-(2-Aminoethyl) benzenediazonium (AD) est synthétisé dans I'eau a pH acide (HCI 0,25M) a

partir de I'aniline correspondante et de nitrite de sodium (1 équivalent, Figure 75c) selon un
protocole décrit suite a des discussions fructueuses avec Pascal Viel (Labo S. Palacin, IRAMIS CEA

7% La formation du groupement diazonium est vérifiée en spectroscopie infrarouge grace au

Saclay).
signal caractéristique des vibrations d’élongation des groupements diazonium a 2270 cm™ (Figure
76a). Il est important de définir des conditions dans lesquelles le sel est stable pour pouvoir I'utiliser.
En effet, le groupement diazonium est peu stable et a tendance a se réduire spontanément en
présence de donneurs d’électrons sacrificiels comme la triéthanolamine, I'acide ascorbique ou bien

encore la limaille de fer.t**"

Le sel est stable plusieurs heures dans I'eau pure (18,2 MQ) et est
caractérisé par un maximum d’absorption a 271 nm (Figure 76b). De plus, nous avons vérifié sa

stabilité sous irradiation (Ajampe=405 nm).
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Figure 76 : a) spectre infrarouge du sel synthétisé, le pic a 2270 cm™ démontre la formation du groupement diazonium. b)
spectre UV-visible du sel 4-(2-Aminoethyl) benzénediazonium (50 pM) dans I'eau. Il est caractérisé par un maximum
d’absorption a 271 nm.

4.2.3) Caractérisation du greffage photo-induit.
Le sel d’AD est incubé en excés (typiquement 1 mM) avec les QR-C3E¢D (75*5 nm, 2.10*M) dans I'eau

138

(1 mM KCl ou tampon Britton & Robinson™ 1=20 mM, pH=6) et irradié (temps d’irradiation

modulable). Le pH est maintenu autour de 7 pour les expériences dans I'eau grace a de la soude. En
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effet, 'ajout des sels d’AD dans I'eau (initialement dans HClI 0,25M), diminue fortement le pH des
solutions et peut déstabiliser les QR (se reporter aux expériences définissants le domaine de stabilité
des QR-C3EsD, page 70). Le greffage du sel d’AD sur les QR a été caractérisé par spectroscopie

infrarouge et optique, par diffusion dynamique de la lumiére et par gel d’électrophorese.

Caractérisation chimique des QR AD

a) b)
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Figure 77 : a-b) Spectres infrarouges (FTIR-ATR) des QR-C;E¢D (noir) et des QR-AD (rouge). Les ligands en excés ont été
éliminés par de nombreux cycles de centrifugation.

La spectroscopie infrarouge a été utilisée pour caractériser chimiquement la surface des QR aprés la
réaction de photogreffage. Les QR sont préalablement lavés des espéces libres en solution afin de
pouvoir analyser uniquement la surface des nanocristaux. Les spectres infrarouges correspondant au
QR-C3E¢D (noir, Figure 77a-b) et au QR-AD (rouge, Figure 77a-b) sont similaires. Les QR-AD sont donc
fonctionnalisés majoritairement avec le peptide C;E¢D. Par ailleurs, dans la région 1800-500 cm™, des
pics supplémentaires pour les QR-AD (rouge, Figure 77b) sont détectés en comparaison avec les QR
C3EsD (noir, Figure 77b) et ne sont pas attribués a du bruit car le nombre de spectres acquis est
important sur un détecteur trés sensible (ATR-MCT refroidi a I'azote liquide). Ces pics
supplémentaires peuvent donc étre attribués a la signature infrarouge du sel de benzénediazonium
(Figure 76b) a la surface des QR ou le pic & 1581 cm™ est attribué a la signature des cycles
aromatiques. Cependant, les faibles signaux enregistrés, malgré la quantité élevée de QR (3-4 mg),
suggerent une faible couverture de la surface des QR par les sels de benzenediazonium. La surface
des QR-AD a également été analysée par spectrométrie photoélectrique X (résultats non montrés),
mais la composition chimique (azote, carbone...) du peptide et du sel de benzéenediazonium étant
proches, les signaux mesurés ne sont pas suffisamment distincts pour conclure sur le greffage de ces
molécules cycliques a la surface des nanoparticules. Des expériences de marquage en utilisant des
ligands dont le cycle aromatique est substitué par des éléments lourds (brome, cobalt, lode) sont en

cours pour démontrer sans ambiguité le photo-greffage de ces molécules. Par ailleurs, d’autres
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techniques de caractérisation ont été employées pour analyser la surface des nanocristaux apres la
réaction de photogreffage : spectroscopie optique (UV, fluorescence), électrophorese, diffusion

dynamique de la lumiére.

Propriétés optiques des QR-AD.
a) b)
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Figure 78 : a-b) Propriétés optiques des QR-C;EgD (noir) et QR-AD (rouge). Préparation QR-AD : 1 mM AD, 1h irradiation.
a) Spectroscopie de fluorescence b) Spectroscopie UV-Visible.

Le greffage des AD peut induire la formation de niveaux d’énergies supplémentaires liés au ligand a

137 En effet, une extinction de la

la surface du QR susceptible de capter les électrons photogénerés.
fluorescence des QR—AD d’un facteur dix est mesurée aprés la réaction (Figure 78a). Le greffage des
benzénediazonium induirait donc des niveaux de piéges supplémentaires a la surface du QR,
capturant les électrons photo-générés. De plus, I'absorbance des QR-AD est différente de celle des
QR-C3EcD. Les changements des propriétés optiques des QR indiquent indirectement une

modification chimique de leur surface.
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Caractérisation de la taille et de la charge des QR-AD.

a)
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Figure 79 : a) Schéma représentant un gel d’électrophorése ou un champ électrique « E » impose la migration des QR
dans un gel d’agarose selon leurs tailles et leurs charges. Les QR sont initialement chargés négativement et migrent donc
vers I'anode (borne +). Durant le greffage des benzénediazonium, la charge des QR diminue (neutralisation de la charge)
et leur diameéetre hydrodynamique augmente ralentissant la migration. b) Gel d’électrophorése de QR-C;E¢D-

benzénediazonium (QR-AD, 1mM) avec (\) et sans irradiation (X). C) Gel d’électrophorése de QR-C3A;;E,CO,H-

benzénediazonium avec ( ) irradiation. d) Gel d’électrophorése de trois lots de QR-C;EsD de rapport d’aspect
différents : de gauche a droite (75*5 nm, 50*5 nm, 15*5 nm). Conditions de migration pour les gels a,b,c : 0,5% agarose,
tampon Britton & Robinson'*® (1= 20mM, pH = 6), E=3.3 V/cm durant 45 min.
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Dans le but de confirmer indirectement le greffage des sels de benzénediazonium a la surface des
QR, les propriétés colloidales des QR-AD et des QR-C3EsD ont été comparées en électrophorése. En
effet, le greffage des sels de benzenediazonium a la surface des nanocristaux devrait changer leur
charge ainsi que leur diamétre hydrodynamique. Par la technique d’électrophorese, les particules
migrent dans le maillage du gel selon leur charge et leur taille (lié a la mobilité électrophorétique,
voir annexe page Error! Bookmark not defined.). Dans le cas présent, les QR-C3EsD qui sont
initialement fortement chargés négativement a pH 6 (pKaco,n=4-5), migrent donc vers I'lanode (borne
+) dans le gel (Figure 79a). Le photo-greffage de sel de benzénediazonium diminue (en valeur
absolue) la charge surfacique des QR (pKa,mine=9) et augmente éventuellement leur diametre
hydrodynamique moyen si les molécules aromatiques polymérisent (Figure 79a). On observe
expérimentalement que les QR-AD migrent moins que les QR-C;E¢D (Figure 79a). Cette technique
démontre donc une modification de la surface des nanocristaux compatible avec le photogreffage

des sels de benzénediazonium.

Plusieurs échantillons de QR-AD ont été chargés dans le gel d’agarose Figure 79b avec des
concentrations en benzénediazonium et en QR fixées et des temps d’irradiation variables. La
migration des QR incubés en présence de benzénediazonium est ralentie (Figure 79b). Par ailleurs,
plus le temps d’irradiation augmente, moins la migration des QR-AD est importante (Figure 79b). La
réaction est donc catalysée par l'irradiation. Le photo-greffage des sels d’AD sur les QR ralentit donc
effectivement la migration des QR dans le gel. Cependant la charge des QR n’est pas inversée car
aucune migration vers la cathode (borne -) n’est observée, les sels de benzénediazonium ne
recouvrent donc pas totalement la surface des QR. Ces observations sont en accord avec les mesures
effectuées par spectroscopie infrarouge ou les faibles signaux mesurés sont attribués a un faible taux

de greffage des sels de benzénediazonium a la surface des QR.

Dans le but d’élucider la nature de l'interaction entre le sel d’AD (chargé positivement) et les QR
(chargé négativement), la méme expérience a été conduite avec des QR-C3A;;E4,CO,H, qui ont des
propriétés photorédox moindres que les QR-C3E¢D a cause de la passivation de la surface avec ce
ligand a chaine alkyle. En effet, les charges du peptide auraient pu étre écrantées par les sels de
benzénediazonium ce qui expliquerait les différences de migration observées. Cependant, les faibles
différences de migration entre les QR-C3A;;E4CO,H incubés ou non en présence de sels d’AD (Figure
79c) sont cohérentes avec un greffage tres faible. En effet, nous avons déja mis en évidence que la
surface des QR-C3A;:E4,CO,H était peu accessible, le photo-greffage est donc moins important ici. Les
différences de migration observées en électrophorese avec les QR-AD résultent donc de I'interaction
entre la surface des QR et le sel de benzenediazonium. De plus, le photo-greffage du sel d’AD a été

comparé pour les QR de rapports d’aspect différents (Figure 79d). Trois lots de QR sont comparés ici
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(75*5nm, 50*5 nm et 15*5 nm, Figure 70). Les trois lots de QR-C3;EsD ont initialement le méme front
de migration, cependant, en présence de sels de benzénediazonium la migration des QR photo-
activés est fortement ralentie (70*5>50*5>15*5, Figure 79d). Sans irradiation la migration des QR-AD
est légerement modifiée (Figure 79d). Le photogreffage est donc plus efficace pour les QR de plus
grands rapports d’aspect. Ces observations sont cohérentes avec les résultats précédents ou la
réduction de la résazurine était plus efficace pour les QR de grands rapports d’aspect et indiquent

une modification de la surface des nanocristaux par les sels de benzenediazonium.

Le greffage photo-induit des sels d’AD sur les QR a été suivi en diffusion dynamique de la lumiére
(résultats non montrés ici). Une augmentation d’environ 10 nm du diamétre hydrodynamique des
QR-AD est observée apres irradiation et le potentiel zéta des QR diminue également (en valeur
absolue) d’environ 10 mV ({ =-30 mV au final). Cependant, ces mesures en diffusion dynamique de la
lumiere doivent étre interprétées avec précaution car le logiciel d’analyse ne prend en compte que
des NP sphérique. Ces mesures montrent que la taille moyenne des QR augmente et que leur charge

diminue également et sont donc en accord avec les observations obtenues en électrophoréese.

Stabilité colloidale en présence de sel.
Les QR-AD ont été observés en microscopie électronique. La présence des molécules aromatiques ne

peut pas étre mise en évidence par cette technique car la couche formée par I'éventuel polymere est
trop peu dense en électron et que le taux de greffage est faible. Cependant, I'arrangement des QR-
C3EsD et QR-AD sur la grille peut étre comparé. Les QR-C3EsD sechent en s’orientant selon un ordre
préférentiellement smectique ol les QR voisins s’organisent latéralement (Figure 80b) avec une
interdistance moyenne fixe de 3 nm. L'organisation des QR-AD en séchant est différente sur la grille
(Figure 80c), des structures linéaires de type « bout a bout » sont observées ol les QR voisins
interagissent par leurs pointes. L'organisation différente sur la grille des QR-C3EsD et des QR-AD
séchés suggere que I'état de surface des batonnets a bien été modifié. En effet, la différence de

chimie de surface des QR-AD pourrait expliquer la perte des propriétés cristal-liquides.
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Figure 80 : a) Gel d’électrophorése de QR C3;EgD (75*5 nm) incubés avec des sels de benzénediazonium (AD) en présence
ou non de sels (KCl 10 mM) et irradiés durant 1 h. De gauche a droite : QR seuls, QR AD, QRAD+KClI. b-c) Images MET de
QR C3EgD b) sans AD, c) avec AD. Echelle 50 nm.

Par ailleurs, il est important de souligner que les QR-AD sont préparés en présence de sels (1-20
mM). Les QR-AD préparés en absence de sel sont agrégés dans le puits alors que les QR-AD préparés
avec du sel migrent dans le gel d’électrophorése indiquant une meilleure stabilité colloidale (Figure
80a). L'ajout de sel en solution permet de diminuer la portée des interactions électrostatiques
induites par I'ajout de sel de benzénediazonium et préserverait ainsi la stabilité colloidale des QR-AD.
La différence de stabilité colloidale observée et les assemblages observés en microscopie
électronique, suggeérent aussi que la surface des nanocristaux a bien été modifiée et les résultats sont

compatibles avec un greffage partiel de la surface.

4.2.4) Post-Fonctionnalisation des QR-AD
A défaut de caractérisation chimique directe du greffage d’AD sur les QRs, nous avons cherché a

fonctionnaliser les fonctions amine disponibles des QR-AD. Cette approche permet également de
démontrer la possibilité de greffer des molécules d’intéréts sur les QR. Nous avons vu que la
fonctionnalisation photo-induite des QR-C3EgD par les sels d’AD permet d’introduire des
groupements éthylamines a la surface des QR (Figure 81a). Comme preuve de principe, la post-
fonctionnalisation des QR-AD a été envisagée en faisant réagir ces groupements éthylamine (Figure
81a) avec un ligand bifonctionnel pourvu d’un ester activé et d’'une biotine (Figure 81b). Le
groupement ester N-hydroxysuccinimide activé est en effet connu pour réagir avec les amines en
formant une liaison amide. Le greffage de ce ligand permet d’introduire des fonctions biotine. Le gel
d’électrophorése (Figure 81b) montre une différence de migration des QR-AD et des QR-AD-biotine
qui peut étre attribuée a une augmentation du diamétre hydrodynamique des QR-AD-biotine. Afin de
révéler la présence des groupements biotine ainsi greffés, les QR-AD-biotine sont incubés en
présence de streptavidine. Les QR-AD-biotine sont donc incubés en présence de billes d’agarose
recouvertes de streptavidine (Figure 81c), le mélange est ensuite lavé intensivement afin d’éliminer
les QR non-biotinylés. Seules les billes incubées en présence de QR-AD-biotine sont fluorescentes

indiquant que les QR sont bien fonctionnalisés avec le ligand biotine (Figure 81c). Ces observations
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sont confirmées en microscopie optique ou toutes les billes incubées avec les QR-AD-biotine sont
fluorescentes ; inversement les billes incubées en présence de QR-C3;EsD (+le ligand biotine) et les
QR-AD (-le ligand biotine) ne montrent qu’une fluorescence résiduelle. Le greffage des QR sur les
billes est donc spécifiqgue des QR-AD-biotine et démontre ainsi la post-fonctionnalisation des
groupements éthylamine des QR-AD avec la biotine. Il s’agit donc d’une preuve « indirecte » du

greffage des sels d’AD a la surface des QR.
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Figure 81: a) Schéma de la réduction photo-induite du sel (4-(2-Aminoethyl) benzénediazonium) sur les QR. b) post
fonctionnalisation des QR avec un ligand terminé par une biotine via un couplage de type amine. Electrophorese sur gel
d’agarose (0,5 %) montrant la différence de migration entre les QR-AD et les QR-AD-biotine. La migration a lieu dans un
tampon Britton & Robinson pH = 6 durant 45 min (3,3 V/cm). c) Incubation des QR-AD-biotine avec des billes d’agarose

streptavidinées. Seules les billes incubées avec les QR-biotine sont fluorescentes. Photos sous irradiations UV (365 nm),
de gauche a droite : QR AD, QR-AD-biotine, QR-C;E¢D-biotine.

W
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4.2.5) Conclusion
Dans ce travail, le sel de 4-(2-Aminoethyl) benzénediazonium (AD) a été synthétisé pour étre ensuite

réduit et greffé a la surface des QR photo-activés. La caractérisation chimique de la réaction de
photo-greffage n’est pas aisée car le taux de couverture des AD a la surface des QR est faible. Elles ne
permettent pas de connaitre la nature chimique de l'interaction entre les AD et la surface des QR
Cependant, les conclusions tirées des différentes techniques d’analyses de surface, de microscopie
électronique et de spectroscopies optiques convergent et tendent a montrer que la surface des QR a
bien été modifiée. En particulier, la migration des QR-AD sur gel d’électrophorése apparait comme
un bon outil de caractérisation car cette technique permet de suivre I'évolution de la réaction de
photogreffage en fonction du temps d’irradiation. Elle démontre que la réaction de réduction et de
greffage des radicaux aryl est catalysée par la lumiere. Cependant, la charge des QR n’est pas
inversée, ce qui suggere un faible taux de greffage des molécules de benzéenediazonium. Ainsi les
analyses chimiques (spectrométrie Infrarouge et spectrométrie photoélectronique X) présentent des
signaux mesurés faibles suggérant aussi un faible taux de greffage des sels de benzenediazonium a la
surface des QR. La polymérisation des sels de benzénediazonium a la surface des QR apparait donc
tres limitée. La modification photo-induite de la surface des nanocristaux change leurs propriétés
optiques (UV, fluorescence) ainsi que leur charge (électrophorese, zétamétrie). De plus, le greffage
de ces molécules introduit des groupes éthylamines a la surface des QR qu’il est possible de faire
réagir a posteriori avec des esters activés. Ainsi des ligands biotine ont pu étre greffés de facon
covalente pour fonctionnaliser les QR-AD. La post fonctionnalisation est démontrée par le greffage
sélectif des QR-AD-biotine sur des billes d’agarose streptavidinées. Cette expérience montre la
possibilité de greffer d’autres molécules d’intéréts (catalyseurs, protéines, ADN...) sur les QR-AD. Les
analyses chimiques de surfaces devront étre confirmées pour conclure sans ambiguité sur la nature
du greffage de ces molécules a la surface des nanocristaux (monocouche ou seulement quelques
points d’ancrage); le marquage des sels de benzénediazonium avec des atomes lourds devrait
permettre de caractériser le greffage en spectrométrie photoélectrique X, méme s’il est restreint a

une monocouche.

Le faible taux de greffage des sels de benzénediazonium a la surface des QR ainsi que les
observations en microscopie électroniques ol les QR voisins interagissent par leurs extrémités sont
compatibles avec une réaction d’oxydo-réduction localisée sur le QR. Néanmoins, ces observations
« indirectes » ne suffisent pas a caractériser la localisation du greffage des sels de benzénediazonium
a la surface des QR. En effet, les techniques utilisées dans ce travail (électrophorese, FTIR, XPS,
spectroscopies optiques) sont des mesures moyennes qui caractérisent la surface des QR de maniere

globale. Dans le but de montrer que la fonctionnalisation des QR est dissymétrique, il est nécessaire
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de pouvoir révéler les ligands a la surface des QR. Les techniques de microscopies électroniques
permettraient d’accéder a cette information. Cependant, les molécules organiques, peu denses en
électrons, sont difficiles a observer par ces techniques. Malgré des essais de marquages avec des
atomes lourds (Brome, Cobalt), nous n’avons pas réussi a caractériser I'éventuelle localisation du
greffage par une méthode de microscopie optique haute résolution (EDX et STEM-HAADF). Ces
tentatives infructueuses nous ont amenés a nous intéresser a la photoréduction de métaux plus
faciles a détecter par ces techniques. Par ailleurs, il a été décrit dans la littérature que des sels d’or
ou de platine peuvent étre réduits en milieu organique sur des QR. Nous avons voulu explorer cette
possibilité sur les QR fonctionnalisés dans I'eau par les ligands peptidiques. Dans cette optique, un sel
d’or a été réduit sur les QR, la densité de I'or étant suffisante pour avoir un bon contraste en
microscopie électronique. De plus, via la formation de jonction de type Schottky (métal/semi-

conducteur), la séparation des charges photogénérées devraient étre plus efficace.
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4.3) Synthese d’hétérostructures semiconductrices/métalliques de type

« Janus ».
Dans cette partie du travail, nous avons cherché a exploiter la photoréduction de sels d’or démontré

en milieu organique pour préparer des hétérostructures QR/Au avec une localisation définie du
nucleus d’or et si possible une fonctionnalisation chimique spécifique a I'or grace a I'utilisation d’'un
sel d’Au/ADN. Ces travaux ont été effectués en collaboration avec Carole Aimé (LCMCP, Collége de
France/UPMC, Paris). La synthése des hétérostructures ainsi que le suivi de leurs propriétés optiques
ont été réalisés au laboratoire. Les caractérisations en microscopie électronique (MET&Cryo-MET)
ont été réalisées au LCMCP. Les expériences en STEM-HAADF ont été faites a Marcoussis (LPN, CNRS)

par Ludovic Largeau.

4.3.1) Introduction et état de I'art
Dans le but de convertir I'énergie lumineuse en énergie électrique, il est important que le

« rendement de conversion » soit maximal. Nous avons déja mis en évidence que la synthese
d’hétérojonction de type Schottky sur les QR permettait de capturer les électrons photogénérés dans
le domaine métallique (page 16) et les trous dans le cceur. La recombinaison des porteurs de charges

devrait donc étre minimisée.

La formation d’hétérojonction de type Schottky a été réalisée dans la littérature entre des QR
CdSe@CdS et des métaux (Co’®, Pt*, Au®®). Le groupe de Uri Banin a synthétisé, pour la premiére
fois, des hétérostructures QR/Au en 2004 en réduisant un sel d’or par voie thermique (T=300°C).%°
Depuis, le groupe de Carsten SOnnischen a montré qu’il était possible de photo-réduire un sel

177

métallique a la surface des QR.™"’ Le dépo6t de métaux sur les QR n’est pas uniforme et aboutit a la

formation d’un domaine d’or sphérique (ou plusieurs) par QR.>* Des applications dans les domaines

& 17 (pour la production d’hydrogéne notamment) et du

de I'optoélectronique,’’® de la catalyse
photovoltaique'® basées sur ces hétérostructures ont été démontrées. De plus, la synthése
d’hétérostructures contenant un domaine d’or par QR permet de dissymétriser la fonctionnalisation
des particules. En effet, I’affinité des ligands pour les surfaces métalliques et semiconductrices est
différente. Des particules amphiphiles « Janus » ont ainsi été synthétisées.*® Tous ces travaux ont

été réalisés en solvant organique.’® Nous nous sommes attachés a travailler dans 'eau permettant

notamment la stabilisation des domaines d’or avec de I’ADN.

4.3.2) Syntheése des hétérostructures
Les hétérostructures sont synthétisées en réduisant un sel d’or métallique sur les QR grace a une

excitation lumineuse. Les QR sélectionnés pour diriger les réactions d’oxydo-réduction photo-
induites dans I’eau sont d’un grand rapport d’aspect (60*5 nm) et sont fonctionnalisés par le ligand
peptidique C3EsD pour favoriser les transferts électroniques a la surface. Le sel d’or choisi est un
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complexe phosphine/or ou sel hydraté de sodium du Chloro-(diphényl)-(3-sulfonato-phényl) Au (1)
(Figure 82c). Ce sel présente I'avantage d’étre relativement stable en milieu aqueux par rapport a

d’autres sels d’or au méme degré d’oxydation.
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Figure 82: a) Schéma du principe adopté pour la synthése d’hétérostructures QR/Au sous irradiation. b) Structure
chimique du ligand peptidique C;E¢D utilisé pour fonctionnaliser les QR. c) Structure chimique du sel d’or hydrophile
utilisé comme précurseur pour la synthése des hétérostructures.

La réduction du sel d’or induit une réaction d’oxydation parallele qui est compensée par I'oxydation
de donneurs d’électrons : la triéthanolamine (TEA) et I'acide ascorbique (AA) (Figure 82). En effet, il
est important d’introduire une anode sacrificielle pour éviter la photo-oxydation (photocorrosion)
des QR. Les conditions expérimentales (détaillées page 188) ont été optimisées pour obtenir, a I'issue
de la réaction, des hétérostructures contenant un domaine d’or majoritaire par QR. Nous verrons
néanmoins qu’il existe conjointement de petits nucleus d’or sur les faces latérales, difficilement
identifiables par MET basse résolution (Figure 84). En modifiant ces conditions, des QR décorés de

plusieurs nucleus d’or ont été obtenus.

Figure 83 : a-b) Clichés STEM-HAADF d’hétérostructures obtenues aprés 20 minutes d’irradiation du méme échantillon en
champ noir et en champ clair respectivement montrant la présence d’un domaine d’or majoritaire par QR. c) cliché MET
d’hétérostructures obtenues aprés 20 minutes d’irradiation montrant la position du domaine d’or aux 1/5 de la longueur
totale du QR. (a-b-c) Echelle 50 nm.

Les hétérostructures QR/Au sont synthétisées dans des cuves en quartz et sous agitation mécanique

modérée grace a une excitation lumineuse générée par une L.E.D (A = 405 nm). Dans I'obscurité,
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aucune hétérostructure n’est formée, la réaction est donc bien catalysée par lirradiation. La
technique de STEM-HAADF utilisée est sensible au numéro atomique des éléments constituants
I’échantillon. L'or apparait en surbrillance sur les images (Figure 83 et Figure 84), car cet élément est
plus lourd que le cadmium ou le soufre. La présence d’'un domaine d’or prédominant par QR est
confirmée par cette technique. En microscopie électronique a transmission, la présence d’or est
caractérisée par un fort contraste avec les QR ou les domaines d’or apparaissent en noir sur les
images (Figure 83c). De plus, les hétérostructures obtenues contiennent un domaine d’or
prédominant déposé au 1/5 de la longueur des QR (Figure 83c). Les différents paramétres
(concentration des réactifs, temps d’irradiation) ont été étudiés en détail en spectroscopie optique et
en microscopie électronique. Cependant, la technique de STEM-HAADF a permis de montrer la
présence de petits nucleus d’or sur les faces latérales ou les hétérostructures apparaissent décorées

comme des « bretzels » (Figure 84).

S0nm

Figure 84 : a-d) Clichés STEM-HAADF d’hétérostructures obtenues aprés 20 minutes d’irradiation du méme échantillon en
champ clair (a-c) et en champ noir (b-d) montrant la présence d’'un domaine d’or majoritaire par QR et de petits nucleus
déposés sur les faces latérales.

4.3.3) Méthodologie adoptée pour suivre la réaction de réduction photo-induite
La synthese des hétérostructures est suivie en spectroscopie optique (fluorescence et UV-Visible). Le

dépot d’'une nanoparticule d’or sur les QR modifie leur spectre d’absorbance. En effet, on note

I’apparition d’un signal plasmon de I'or au cours de la synthese qui correspond a une augmentation
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continue de I'absorbance entre 500 et 700 nm (Figure 85a). D’aprés Khon et al,’® le nuage
d’électrons libres de la nanoparticule d’or est délocalisé dans le semi-conducteur, supprimant le pic
plasmon (localisé a A = 520 nm) caractéristique des nanoparticules d’or sphériques isolées. Par la
suite, I'augmentation de I'absorbance dans la région 500-700 nm sera dénommé abusivement par
un « pic plasmon ». Par ailleurs, les propriétés optiques des QR en absorbance sont totalement
modifiées dans |'utra-violet lorsque l'illumination est prolongée. En effet, I'absorbance des QR
correspondant a I'absorption du coeur CdSe et de la coquille CdS a 460 nm et 415 nm
respectivement™® diminue. L’analyse des hétérostructures en microscopie électronique révéle une
dégradation morphologique des QR a ces temps d’irradiation (entre 45 minutes et 2h). Ce
phénoméne est attribué a la photo-corrosion des QR. De plus, la formation de la jonction
métal/semi-conducteur par hétéroépitaxie induit I'extinction de la fluorescence des QR (Figure 4b).
Les phénomenes de recombinaisons radiatifs sont éliminés, ce qui est prometteur pour réaliser des

réactions photorédox par la suite.
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Figure 85 : a-b) Suivi de la réaction de formation des hétérostructures en spectroscopie UV-Visible et de fluorescence
respectivement en fonction du temps d’irradiation (acquisition d’un spectre toutes les 15 minutes durant 2 h).

Les propriétés optiques des hétérostructures QR/Au sont donc uniques et différent des propriétés
optiques des constituants initiaux. En effet, la formation d’excitons au sein des QR est limitée car la
séparation des charges est trés importante et les électrons libres des domaines d’or sont délocalisés
dans le semi-conducteur. En pratique, le suivi des propriétés optiques des QR est effectué en amont
de la préparation les grilles de microscopie électronique. Lorsque le pic plasmon apparait en
spectroscopie UV-Visible, la réaction est stoppée par élimination des réactifs en centrifugeant
plusieurs fois. Les échantillons sont purifiés par centrifugation avant leur caractérisation en

microscopie électronique.
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Choix de l'acide ascorbique
L’acide ascorbique est un réducteur « faible » utilisé notamment dans la synthese de batonnets d’or

pour réduire le couple Red/Ox Au**/Au’.®™ L’évolution des propriétés optiques des mélanges
préparés sans acide ascorbique en fonction du temps d’irradiation est similaire aux échantillons
préparés avec acide ascorbique (Figure 86a-b en comparaison avec Figure 85b-a). En effet, un pic
plasmon ainsi qu’une extinction de la fluorescence (plus faible néanmoins) sont observés.
Cependant, en absence d’acide ascorbique et sous irradiation, I'analyse MET révéle la formation de
particules d’or isolées, non observées en absence d’irradiation (Figure 86 d). En absence d’acide
ascorbique, la réaction est aussi catalysée par I'irradiation. L’acide ascorbique sera introduit (10 mM)

par la suite, pour limiter la formation de ces particules d’or.
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Figure 86 : Suivi de la réaction de formation des hétérostructures (préparés en absence d’acide ascorbique). a-b)
spectroscopie UV-Visible et de fluorescence respectivement en fonction du temps d’irradiation (acquisition d’un spectre
toutes les 15 minutes durant 2 h). c-d) clichés MET des hétérostructures obtenues aprés 2h d’irradiation et sans
irradiation respectivement.

Choix de la Triethanolamine.

Comme donneur sacrificiel :
La réaction de photo-réduction du sel d’or doit étre compensée avec un donneur sacrificiel pour

éviter la photo-oxydation (=photo-corrosion) des QR. En effet, la coquille de sulfure de cadmium des

183

QR peut s’oxyder sous irradiation, relarguant des ions sulfites (Figure 87b).” L’ajout d’un donneur

d’électron sacrificiel permet de contrebalancer cette réaction (Figure 87a). La réaction d’oxydation
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du donneur d’électron est alors en compétition avec la réaction d’oxydation des QR. La réaction

d’oxydation du donneur d’électron doit donc étre favorisée. Rogach et al'®

ont comparé quatre
donneurs sacrificiels (dont la triéthanolamine) pour la production d’hydrogéne catalysée par des
hétérostructures QR/platine. Dans ce travail, les auteurs expliquent que I'efficacité du donneur
d’électron est liée a leur potentiel Rédox. Plus le pouvoir oxydant du couple Rédox est élevé, plus les
trous photogénérés peuvent étre éliminés efficacement. Dans notre cas, la triéthanolamine apparait

comme un donneur d’électrons pertinent.

a)
hlq
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TEA (Red)  TEA (Ox)

b)

Sans ( @h—>e

Dégradation morphologique
des QRs

CdS+3H,0 Cd**+505%+3H,

Figure 87 : a-b) Schémas de principe de la réaction avec et sans anode sacrificielle (Triéthanolamine, TEA)
respectivement.
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Résultats expérimentaux et mise en évidence d’'un phénomene thermique :
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Figure 88 : a-b) Suivi de la réaction de formation des hétérostructures (préparés en absence de TEA) en spectroscopie UV-
Visible et de fluorescence respectivement en fonction du temps d’irradiation (acquisition d’'un spectre toutes les 15
minutes durant 2 h). c) image MET d’hétérostructures préparés a 20 °C apreés 6h et 48h a I’abri de la lumiére. Les nucleus
d’or a 48h d’incubation sont entourés d’un cercle bleu. Echelle 20 nm. D) Propriétés optiques d’hétérostructures
préparées sans TEA durant 2h a I'abri de la lumiére a différentes températures d’incubation : rouge, bleu et noir 20°C,
30°C, 40°C respectivement. i-ii) absorbance et fluorescence respectivement.

Les hétérostructures sont préparées sans TEA, les autres conditions étant fixées. Les échantillons
contiennent donc aussi de I'acide ascorbique. Aucune évolution des propriétés optiques des QR n’est
observée au cours des 2h d’irradiation (Figure 88a-b). Sans TEA, le mélange n’est donc pas sensible a
Iirradiation et il n'y a pas formation d’hétérostructures. Ces résultats montrent que la réduction
photo-induite du sel d’or n’est pas possible en absence de TEA. Cependant, des hétérostructures ont
été obtenues, dans ces conditions, pour des temps d’incubations longs (48h, Figure 88c) a
température ambiante et a I’abri de la lumiere. Dans ce cas, le mécanisme de formation des hybrides
est « thermique » ou la température accélere la cinétique de réduction de I'or sur les QR. En effet des
pics plasmon ont été observés pour des mélanges incubés a 40°C (Figure 88d_i). Les hybrides
obtenus par voie thermique sont intéressants car il est possible d’obtenir des hétérostructures
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QR@Au fluorescentes. En effet la fluorescence des QR est préservée (Figure 88d_ii). Ce type
d’hétérostructures a été observé plusieurs fois en MET mais avec une reproductibilité assez faible (50
%). L'étude de ces hétérostructures synthétisées par voie thermique sera poursuivie ultérieurement.
Nous nous sommes attachés dans ce travail aux processus photo-induits ol la TEA est nécessaire
pour la photo-réduction du sel d’or. La TEA est introduite en large excés (0,8 M) dans les échantillons.
Par ailleurs, des échantillons contenant uniqguement les QR et le sel d’or ont été irradiés (sans TEA et
sans acide ascorbique), les modifications tres importantes de leurs propriétés optiques indiquent une
forte dégradation morphologique des QR. Ces résultats ont été confirmés en MET (non montré ici).
Ces observations sont différentes des expériences ou I’échantillon contient de I'acide ascorbique

(Figure 88). L’acide ascorbique a donc aussi un role photo-protecteur pour les QR.
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Echantillon QR AA TEA Au Propriétés optiques Images MET hv<lh Images MET hv=2h
(nM) [ (mM) | (M) | (mM) Commentaires Temps d’irradiation

Conditions 25 10 0,8 1 Plasmon

optimales Extinction fluorescence

MET: Hétérostructures

-AA 25 0 0,8 1 Plasmon

Extinction fluorescence
MET: Heétérostructures
+Particules Au parasites

-TEA 25 10 0 1 Pas de pic plasmon
Pas extinction fluorescence
MET: Hétérostructures
(50%) Phénomeénes

thermiques
-AA 25 0 0 1 Pas de pic plasmon 7ol e S Photocorrosion trés importante.
-TEA Extinction fluorescence : g PR
MET: Photo-corrosion
importante
+Au 25 10 0,8 10 Plasmon

Extinction fluorescence
MET: polynucléation
importante

Figure 89 : Tableau récapitulatif des différents paramétres testés pour optimiser la synthése d’hétérostructures réactifs Acide ascorbique (AA), Triéthanolamine (TEA), sel d’or(Au)) et
temps d’irradiation (20 min-2 h). Echelle sur les images de MET : 100 nm. La concentration en QR (A350,.m=1,1) est déduite a partir de coefficients d’extinctions décrit dans la littérature.”
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4.3.4) Formation de QR décorés de plusieurs nuclei d’or

Description des hétérostructures obtenues.

Les hétérostructures synthétisées possedent un domaine d’or majoritaire par QR (Figure 83). En
multipliant par dix la quantité d’or ajoutée au départ (10 mM au lieu d’1 mM), il est possible
d’accentuer la croissance de plusieurs nucleus d’or sur les QRs (« Bretzel », Figure 90). La poly-
nucléation de I'or sur les QR est plus importante pour les échantillons non irradiés (Figure 90b) que

ceux irradiés (Figure 90a).

Figure 90 : a-b) Clichés MET d’hétérostructures préparées avec 10 fois plus d’Au que les conditions standards (10 mM au
lieu d’1 mM) avec et sans irradiation respectivement. Echelle 50 nm.

Discussion sur les mécanismes de réactions
Les domaines d’or sont plus gros pour les échantillons irradiés que pour les échantillons non-irradiés

(Figure 90a-b). Deux mécanismes possibles, décrits dans la littérature, existent pour expliquer ces

phénomeénes. Dans les deux cas, I'or est réduit préférentiellement sur les faces cristallines du QR de

28a, b, 186

plus haute énergie ou sur les défauts. En effet, le potentiel chimique des nanoparticules semi-

28b, ¢

conductrices est inversement proportionnel a leur rayon. Les petites particules sont donc plus

efficaces pour la nucléation de métaux que les grosses. De plus, les extrémités des QR sont, du fait de
leur rayon de courbure élevé, plus réactives que les faces latérales. Ceci permet de justifier la
nucléation préférentielle sur les extrémités en milieu anaérobique. La présence d’oxygene, en

179, 187
L

oxydant la surface des QR, favorise aussi la nucléation de 'or sur les faces des batonnets. a

réduction des ions métalliques est ensuite favorisée sur les sites de nucléation (croissance d’Ostwald)
plutdt qu’en solution car le colt en énergie est moindre.’® Lorsque I'échantillon n’est pas irradié
(Figure 90b), les sites de nucléation sont nombreux.'®" Quelques grosses particules d’or, isolées sans
QR, sont observées qui correspondraient a la « fusion » des petites particules d’or en faveur des plus

187

grosses par des phénomenes de diffusion (maturation d’Ostwald).”™’ Pour les échantillons irradiés

177, 188

(Figure 90a), un mécanisme de maturation d’Ostwald « électrochimique » est décrit. Dans ce

cas, les petits nuclei sont oxydés pour étre réduits a nouveau sur les plus gros domaines d’or. Les
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hétérostructures obtenues par les processus photo-induits ont des tailles plus importantes de

domaines d’or et contiennent moins de nucleus d’or.*”’

Bretzel
" . Position hypothétique d'un nucleus masqué sur une face latérale

'. Pasition visible d'un nucleus sur une face latérale.

. e L= longueur bitonnet
. = n=nombre de nucleus ( . offm
d= distance moyenne entre nucleus

b) c)

L=52,76 nm
n=15
d=3,29 nm

e

http:.i’.i’l:t[gmlsssmeta ndsgicy. I-::_gs1:-nt.fr
L=48,94 nm
n=3

d=18 nm

L=46,69 nm

v n=7
a d=6,07 nm
®

s

£,

Figure 91 : a-b-c) Clichés STEM-HAADF d’hétérostructures « Bretzel » obtenus aprés 20 minutes d’irradiation du méme
échantillon observé en champ noir montrant la présence d’un domaine d’or majoritaire par QR et de petits nucleus
déposés sur les faces latérales. Les nuclei sont régulierement espacés sur le QRs et ont un diamétre uniforme (mis a part
le domaine d’or majoritaire). De plus, ’hypothése d’'un dépot uniforme suggére I'existence de nucleus supplémentaires
mais masqués par la coquille inorganique des QRs. Echelle sur les images : 10 nm.

La technique de STEM-HAADF permet d’observer les échantillons avec une meilleure résolution et
facilite la caractérisation des petits nuclei sur les QRs. Les images d’hétérostructures « Bretzel » de la
Figure 91 sont issues du méme échantillon. On constate que le nombre de nucleus est variable selon
les hétérostructures considérées. Un domaine d’or est en général prédominant par rapport aux
autres, cela suggére une compétition entre les deux cinétiques de nucléation: un domaine
majoritaire (k (s) grand) et de petits domaines (k (s?) petit). Le domaine prédominant capte les
électrons photogénérés plus facilement, via I’'hétérojonction Shottcky, la réduction photo-induite de

77 De plus, la taille des petits nuclei est homogene et leur

I'or est donc majoritaire sur ce domaine.
diametre moyen est de 2,2 nm (Figure 91 a-b-c). On constate également que les nuclei sont
régulierement espacés sur le QR et que l'interdistance entre nucleus dépend du nombre total de
nucleus sur le batonnet (n=L/D, Figure 91). En effet, ces petits domaines d’or semblent occuper
uniformément la surface des QRs, ce qui suggere I'existence de nucleus masqués sur ces images

(Figure 91).
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Taille des domaines d’or
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Figure 92 : a) Maille hexagonale compacte du cristal CdS de type wurzite et maille cubique a face centrée du cristal d’or.
Les particules sont schématiquement dessinées a co6té (en jaune : QR, et rouge : or). b) Schémas de la croissance d’un
domaine d’or déposé sur les faces du QR (notre cas) ou les désaccords de mailles importants induisent la rupture des
hétérostructures en deux morceaux (t;;agiation>1h). Echelle 100 nm. Dans le cas de Carbone et al'”’, lor est déposé sur les
extrémités ou le désaccord de maille est plus faible permettant la croissance de plus gros domaines d’or. Echelle 50 nm.

Dans notre cas, les domaines d’or prédominants ayant des tailles de 4 a 5 nm de diametre sont
déposés préférentiellement sur les faces des batonnets (positionnés aux 1/5 de la longueur totale
des QR en moyenne). Il faut noter que la taille des domaines d’or déposés sur les faces des QR est
toujours limitée a 4-5 nm de diameétre, méme pour des temps de réactions importants (Figure 85d).
De plus, pour des temps longs d’irradiation (>1h), les hétérostructures sont dégradées
morphologiquement, méme en présence de donneurs sacrificiels. Par ailleurs, Carbone et al*’”’
reportent des tailles de domaines d’or de 15.7 nm de diameétre, déposés sur les extrémités des QR
(Figure 92b). La différence de taille des domaines déposés aux pointes ou sur les faces pourrait étre
expliquée par les phénomenes de désaccord de maille lors de I’hétéro-épitaxie. La coquille des QR,
composée de CdS, est de type wurzite!® correspondant & une maille hexagonale compacte de

paramétres (bulk) :a=b=3.82 A et ¢=6.26 A. Il est également connu que les batonnets croissent selon

I’axe c (Figure 92a).”° De plus, les paramétres (cfc, bulk) de I'or sont de a=b=c=4.07 A. La différence
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de parametres de mailles entre les QR et I'or déposé, peut entrainer des défauts a l'interface
(dislocation, rupture...). Par ailleurs, plus la taille du domaine d’or augmente plus la pression a
I'interface est importante. Ainsi, plus le désaccord de maille initial est important, moins la taille des
domaines d’or déposés sera importante (Figure 92b). Le désaccord de maille étant plus important sur
les faces qu’aux extrémités des QR, les domaines d’or seront plus grands aux extrémités que sur les
faces de ceux-ci. De plus, la dégradation des QR aux temps plus longs d’irradiation (>1h) pourrait
donc étre attribuée a deux phénomenes: la photo-corrosion des QR et la «cassure» des
hétérostructures induite par la pression trop importante a l'interface QR/Au lors de la croissance. Par

la suite, le temps d’irradiation a toujours été compris entre 20 et 40 minutes (<1h).

4.3.5) Conclusion
La formation d’une hétérojonction QR@Au de type Schottky se traduit par une extinction presque

totale de la fluorescence des QR. En effet, les électrons photo-générés sont délocalisés dans le
domaine d’or des QR.****% 177 18 Cela démontre que les recombinaisons radiatives consécutives a
I'absorption d’'un photon sont éliminées car la séparation des charges photogénérées est tres
efficace. Par ailleurs, la signature optique des domaines d’or est suivie durant la synthése des
hétérostructures par spectroscopie UV-Visible. L'augmentation de I'absorbance entre 500 nm et 700
nm (« pic plasmon ») au cours de la réaction est caractéristique de la formation d’hétérostructures.
Ces mesures spectroscopiques ont été confirmées en microscopie électronique ou I'or, plus dense en

électrons, apparait grace au contraste important par rapport aux QRs.

Ces hétérostructures QR@Au ont été synthétisées dans I'eau. Ce travail se différencie donc des
synthéses d’hétérostructures décrites dans la littérature en solvant organique. La réaction de
réduction du sel d’or est catalysée par 'irradiation. Le domaine d’or (4-5 nm de diametre) est déposé
sur les faces latérales des QR, placé aux 1/5 de leur longueur totale. En augmentant la quantité d’or
ajoutée au départ, il est possible d’amplifier cette réaction avec la formation d’hétérostructures
décorées de multiples domaines d’or. Les hétérostructures sont préparées en présence de
triéthanolamine et d’acide ascorbique permettant de piéger les trous photogénérés. En effet,
I'introduction de ces donneurs sacrificiels est importante pour limiter les effets de photo-corrosion
des QR et ainsi préserver leur morphologie initiale. L'utilisation de I'acide ascorbique permet
également d’éviter la formation de nanoparticules d’or « parasite » en solution. De plus, la
caractérisation d’'un domaine d’or prédominant sur les QR est cohérente avec une localisation de la

réaction de photo-réduction.
Une des perspectives de ce travail consistera a étudier les hétérostructures synthétisées par voie

thermique (sans irradiation). La formation d’une jonction de type Schottky dans ce cas n’induit pas
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I’extinction de la fluorescence des QR. Dans ce cas les hétérostructures sont donc fluorescentes et
diffusent fortement la lumiére et pourraient étre détectées a la fois en microscopie optique de
fluorescence et en champ noir. La compréhension de ce phénomene est également une des
perspectives de ce travail. Une des pistes envisagée est de corréler les propriétés optiques a la

position du domaine d’or par rapport au germe CdSe des QR.

4.3.6) Synthése d’hétérostructures QR/Au « Janus ».

Introduction et état de I'art :
Le terme « Janus » qualifie tout objet dissymétrique tel qu’une particule sphérique dont les deux

hémisphéeres seraient chimiquement différents (Figure 93a-b). Plusieurs méthodes existent pour

dissymétriser la surface des particules : en microfluidique, en modifiant la surface a une interface

89b

(solvant/air, solvant polaire/apolaire) ou encore par des processus de nucléation localisée.”” Les

particules Janus ont de nouvelles propriétés colloidales et sont tres attendues sur le plan de leurs

190

propriétés et de leurs applications pour la réalisation d’assemblages supraparticulaires.” Par

exemple, des particules amphiphiles Janus ont permis de réaliser des assemblages colloidaux

1900 pag particules sphériques

complexes de particules sphériques ayant de nouvelles propriétés.
Janus composées de cobalt ont réalisées la réaction de dismutation de I'eau, les deux demis

réactions étant localisée séparément sur les hémispheres.'**

a)

c)
=

Peptide C,E.D

Figure 93 : a) Photo d’une sculpture représentant le dieu Janus exposée au Vatican. b) Schéma d’une particule sphérique
ayant ses deux hémisphéres fonctionnalisés de maniére différente. c) Schéma d’une hétérostructure QR@Au ou la
coquille CdS est fonctionnalisée par les peptides C;E¢D et le domaine d’or par de ’ADN.

Dans ce contexte, les hétérostructures décrites précédemment sont des candidats intéressants pour
I'introduction spécifique de groupements fonctionnels. Cette stratégie repose sur la différence
d’affinité de certains ligands pour les surfaces d’or et des QR. Les ponts disulfure ont notamment une

forte affinité pour I'or alors que ceux-ci ont une affinité faible pour les surfaces de sulfure de
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cadmium. 2> 8

Ainsi des ligands composés d’'une ancre disulfure et terminés avec une biotine ont
permis de post-fonctionnaliser spécifiquement I'or des hétérostructures ; I'assemblage avec de la
streptavidine étant dirigé par les domaines d’or des hétérostructures.'®® Dans cet exemple, le ligand

terminé par une biotine est introduit apres la synthése des hétérostructures (en deux étapes).

Nous avons choisi I’ADN pour greffer sélectivement le nucleus d’or des hétérostructures
précédemment préparées. L'acide désoxyribonucléique (ADN) est une molécule présente dans
toutes les cellules vivantes et qui porte I'information génétique. La structure standard de I’ADN est
une double-hélice droite, composée de deux brins complémentaires. Chaque brin d’ADN est
constitué d’'un enchainement de nucléotides, eux-mémes composés de bases azotées, de sucres
(désoxyribose) et de groupements phosphate. On trouve quatre nucléotides différents dans I’ADN, A,
G, C et T, du nom des bases correspondantes: Adénine, Guanine, Cytosine et Thymine
respectivement. Ces nucléotides s'apparient par paires de facon spécifique : A avec T et G avec C
interagissant entre elles par des liaisons hydrogene. Des assemblages de particules d’or sphériques,
dirigés par des brins d'ADN complémentaires modifiés a une extrémité par des groupements thiol,
ont été effectués pour la premiere fois indépendamment par Chad Mirkin et Paul Alivisatos en
1996.193 193 Depuis, de trés nombreux travaux reportent des assemblages de particules de

102,130, 194 | ravantage principal de

différentes natures grace aux propriétés d’hybridation de I’ADN.
I’ADN, par rapport a d’autres systéemes de reconnaissance spécifique (biotine/streptavidine...), est
gu’il est hautement spécifique et réversible. En effet, il est possible par chauffage (T>Tision) de
dénaturer ou de reformer (T<Tion) les liaisons hydrogene de maniere réversible. Les assemblages
peuvent donc étre dispersés puis reformés en fonction de la température. De plus, la coopérativité

des liaisons hydrogene est trés importante, des assemblages peuvent donc étre obtenus a des

concentrations tres faibles en ADN (de I'ordre du nM).

Nos expériences ont été réalisées dans I'eau avec un sel d’Au' original. En effet, ce sel d’or utilisé
dans ces expériences est préalablement complexé aux thiolates. Un complexe Au/ADN a été préparé
a partir du sel d’or en solution avec de I’ADN-thiolate pour synthétiser et fonctionnaliser de facon

dissymétrique les hétérostructures en une étape (Figure 93c).
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Préparation du sel d’or
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Figure 94 : a) Réaction du sel d’or hydrophile avec un ADN-thiol et substitution de I'ion chlorure par un thiolate pour
former le sel d’or/ADN (R=ADN). b) Formule des deux brins d’ADN-thiol complémentaires utilisés dans ce travail.

Le ligand chlorure du sel d’or hydrophile utilisé précédemment pour synthétiser des hétérostructures
(Figure 94a) peut étre substitué par un ligand ADN-thiolate. Les deux ADN-thiol (=12 kDa), simple
brin, utilisés dans ce travail sont constitués de trois parties (Figure 94b) : une fonction d’ancrage (en
rouge) composée d’un thiol, un espaceur (en bleu) constitué d’une chaine alkyle (6 unités) et de
thymidine monophosphate (12 unités) et une séquence de reconnaissance de 27 nucléotides (en
vert). Le sel d’or-ADN est préparé a pH basique (pH = 10,5 ; borate 10 mM) pour déprotonner les
groupements thiols (pKawi, = 10) et le sel d’or utilisé est introduit en excés ou en défaut (de 0,3 a
0,03 équivalents d’or par rapport a ’ADN). La quantité d’ADN introduite au départ dépend donc du

ratio Au/ADN (voir partie expérimentale pour plus de détails, page 188).

Synthése des hétérostructures-ADN
Le sel d’or-ADN est préparé ex-situ quelques minutes avant le mélange avec la solution de QR. La

synthése des hétérostructures est réalisée selon les conditions précédentes (pH = 8,5 ; présence de
donneur sacrificiel, irradiation). Aprés 20 a 30 minutes d’irradiation, des hétérostructures sont
formées (Figure 95). Les hétérostructures sont ensuite lavées par centrifugation de facon a éliminer
les especes libres (ADN, Au, donneurs sacrificiels, tampon). La signature optique de I’ADN a 260 nm,

dépendante de la quantité d’ADN ajoutée, peut alors étre détectée sur les hétérostructures en
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spectroscopie d’absorption UV-visible (Figure 95b). Il est donc possible en principe de moduler le

nombre de brins d’ADN par hétérostructures.
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Figure 95 : a) Spectres d’absorption UV-visible d’hétérostructures QR@Au synthétisées en présence d’ADN aprés 30 min
d’irradiation (bleu, rouge) et sans irradiation (noir). Rapport Au/ADN (3 :1 rouge, 30 :1 bleu). b) Spectre d’absorption UV-
Visible d’hétérostructures enregistré aprés élimination des espéces libres par centrifugation. Les deux échantillons
Au/ADN 3 :1 (rouge) et 30:1 (noir) sont dilués de fagon a enregistrer la signature de ’ADN & 260 nm. c) Image MET
d’hétérostructures synthétisées a partir du sel d’Au-ADN. Au/ADN 30 :1.

Assemblage des hétérostructures-ADN avec des particules d’or sphériques
De maniére a démontrer la régio-sélectivité du greffage de I'ADN sur les hétérostructures, des

assemblages avec des particules d’or sphériques (fonctionnalisées avec le brin d’ADN

complémentaire) ont été réalisés.

Les particules d’or sphériques (=15 nm) sont synthétisées selon la méthode de Turckevitch® et
fonctionnalisées avec I’ADN-thiol. Le greffage de I’ADN-thiol sur les particules d’or sphériques est mis
en évidence par électrophorése sur gel d’agarose. La migration des particules vers la borne positive
montre indirectement le greffage de I’ADN (non montré ici). En effet les particules, initialement
stabilisées avec du citrate, ne migrent pas. De plus, I’ADN est composé de groupements phosphate,
chargés négativement, induisant la migration des particules d’or-ADN vers la borne positive. Les
particules d’or-ADN sont purifiées de I’ADN en excés par des cycles de centrifugation/redispersion a

partir de tubes munis de filtres (MWCO = 100kDa).

Les hétérostructures-ADN sont ensuite incubées avec les particules d’or sphériques (NPAu)
fonctionnalisées avec le brin d’ADN complémentaire dans un milieu ayant une forte force ionique
(Tampon Tris 25mM, NaCl=0,3M). En effet, 'ADN étant fortement chargé négativement, il est
nécessaire de diminuer la portée des interactions électrostatiques pour faciliter la reconnaissance
des brins complémentaires. Les échantillons sont ensuite incubés a 37°C durant au moins une nuit.
Les assemblages issus de I'hybridation de I’ADN sont caractérisés en diffusion dynamique de la

lumiere et en microscopie électronique.
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Taille des agrégats étudiée par Diffusion dynamique de la lumiere :
L’évolution du diamétre hydrodynamique des mélanges de nanoparticules complémentaires est

suivie par diffusion dynamique de la lumiere a différents temps d’incubation. Un contréle est réalisé
avec des nanoparticules (QR et NPAu) portant le méme brin d’ADN. Dans ce dernier cas, aucune
agrégation n’est observée (Figure 96b). En revanche, le diametre hydrodynamique des échantillons
incubés avec des nanoparticules d’or portant 'ADN complémentaire augmente d’un facteur deux
(Figure 96a) aprés 24h d’incubation. L'assemblage des NPAu-ADN et les hétérostructures-ADN est

donc spécifique des brins d’ADN complémentaires.
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Figure 96 : Spectre de diffusion dynamique de la lumiére (en intensité). (a-b) Diamétre hydrodynamique moyen de
I’échantillon contenant des hétérostructures-ADN2 (Au/ADN : 3/1) et les particules d’or-ADN (a) complémentaire (ADN
1) et (b) non complémentaire (ADN 2) a t=0 (noir) et aprés 24h d’incubation (rouge).

Afin d’identifier les deux types de nanoparticules dans les agrégats, de la cryo-microscopie
électronique a été réalisée. Cette expérience pourrait aussi permettre de visualiser la localisation du

greffage de I’ADN sur les domaines d’or des hétérostructures.

Cryo-MET
Ces expériences ont été faites a I’'UPMC en collaboration avec C. Aimé, au LCMCP. Cette technique de

microscopie électronique est similaire a la technique de microscopie a transmission « classique ». La
différence réside dans la préparation de I’échantillon et permet de préserver I'état hydraté et de
s’affranchir des forces capillaires mises en jeux au cours du séchage. En effet, en MET I’échantillon
est séché alors qu’en Cryo-MET I’échantillon est vitrifié par de I'éthane liquide. La vitrification permet
d’obtenir une glace amorphe (transparente aux électrons) et de figer I’échantillon dans I’état dans
lequel il se trouvait juste avant la vitrification. Les assemblages hétérostructures/Au observés dans la
glace correspondent ainsi a ceux qui existaient en solution. Cette technique est reconnue pour
éliminer les artefacts (réarrangements...) dus a I’évaporation du solvant. Néanmoins cette technique

reste délicate pour la préparation des échantillons. Comme la glace fond lors de I'observation, le

temps d’observation est limité (voir Figure 97a, la délimitation carbone/glace).

Les assemblages sont purifiés par des cycles de centrifugation/redispersion dans I'eau a petite vitesse

pour précipiter uniquement les agrégats (600g, 3 cycles). Cette étape est nécessaire afin d’éliminer le
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tampon et les sels et faciliter ainsi I'observation. Aucun agrégat mixte hétérostructures/NPAu n’a été
observé dans le cas des assemblages utilisant de ’ADN non-complémentaire. Dans ce cas, seulement
des particules d’or isolées ont été observées (Figure 97f). Ces résultats confirment les mesures de

diffusion dynamique de la lumiére ol aucun agrégat n’avait été détecté.
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Figure 97: (a-b-d-e-f) Clichés Cryo-MET d’assemblages mixtes composés d’hétérostructures-ADN/NPAu-ADN
complémentaire. Au/ADN 30 :1. a) Les différents constituants de I'assemblage sont décrits par des couleurs : QR (bleu),
Au (rouge), NPAu (vert). La délimitation entre la glace (échantillon vitrifié) et la grille (sans glace) est indiquée par une
ligne orange. b) méme image qu’en a) mais les interactions hétérostructures/NPAu dirigées par le domaine d’or sont
indiquées par une ligne rouge. c) Schémas de la projection en 2D de I’échantillon vitrifié. d-e) Clichés Cryo-MET
supplémentaires du méme échantillon qu’en (a-b). f) Echantillon contenant de ’ADN non-complémentaire. Echelle sur
toutes les images : 20 nm.

Pour les assemblages mixtes hétérostructures-ADN2/NPAu-ADN1 complémentaires, de nombreux
agrégats ont été mis en évidence (Figure 97a-b-d-e). Les différents constituants se distinguent dans
les images ou les NPAu (vert, Figure 97a) sont assemblées avec les hétérostructures. De plus, les
hétérostructures peuvent étre décomposées en deux parties, les domaines d’or étant plus sombres
(rouge, Figure 97a) que les QR (bleu, Figure 97a). L'ADN, peu dense en électron, n’est pas visible par
cette technique. Pour déterminer la localisation de I’ADN sur les hétérostructures, il faut prendre en

compte la position des NPAu par rapport aux hétérostructures. De plus, la longueur de I’ADN sous
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forme hybridée est environ égale a 15 nm (0,34 nm par paire de base) ; les distances mesurées entre
particules supérieures a 15 nm ne peuvent donc étre attribuées a un assemblage dirigé par
I’hybridation de I’ADN. Inversement, les distances mesurées inférieures a 15 nm peuvent étre
attribuées a une telle interaction. Enfin, I'orientation relative entre les hétérostructures et les NPAu
indique la localisation de I’ADN sur les hétérostructures. Sur les images, une particule d’or peut se
superposer avec une hétérostructure, masquant le domaine d'or et ne permettant pas
d’interprétation (Figure 97 a-b-c). Par ailleurs, chague NPAu peut étre reliée a une hétérostructure a
une distance inférieure a 15 nm selon les domaines d’or prédominants visibles sur les images de
MET. Ainsi, I'assemblage entre les hétérostructures et les NPAu semble étre dirigé majoritairement
par les domaines d’or, comme indiqué sur la Figure 97b. Certaines interactions ne sont pas attribuées
(Figure 97b) car une NPAu masque I’hétérostructure par-dessus. La formation des agrégats issus de
I'hybridation de brins d’ADN complémentaires est donc dirigée entre les domaines d’or
prédominants des hétérostructures et les NPAu. La localisation de ’ADN sur les domaines d’or des
hétérostructures a ainsi été montrée pour des hétérostructures synthétisées avec peu d’ADN au

départ (ratio Au/ADN de départ 30 :1).
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Figure 98 : a-b) Clichés Cryo-MET représentatifs d’assemblages mixtes composés d’hétérostructures-ADN 2/NPAu-ADN 1.
Ratio Au/ADN 3 :1. La délimitation entre la glace (échantillon vitrifié) et la grille (sans glace) est indiquée par une ligne
orange. b) méme image qu’en a) mais les interactions hétérostructures/NPAu dirigées par le domaine d’or sont indiquées
par une ligne rouge et les interactions apparemment non dirigée par les domaines d’or sont indiquées par une ligne
bleue.

De la méme maniére ces expériences ont été effectuées avec des hétérostructures synthétisées avec
plus d’ADN au départ (ratio Au/ADN 3 :1). Lorsque les NPAu et les hétérostructures fonctionnalisées
avec I’ADN complémentaire (ADN1 et ADN2 respectivement) sont incubés, des agrégats sont formés
en solution comme décrit précédemment. En revanche, le greffage de I’ADN n’est pas toujours
localisé sur les hétérostructures quand la quantité d’ADN ajouté au départ est trop importante (ratio
Au/ADN 3:1). Dans ce cas, la formation des agrégats issus de I'hybridation de brins d’ADN
complémentaires est dirigée a la fois entre les domaines d’or prédominants des hétérostructures, les
faces latérales des QRs (lignes rouge et bleue respectivement Figure 98b) et les NPAu. Dans ce cas,
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deux explications pourraient élucider la structure de ces agrégats. (1) Les thiols ont une faible affinité
pour la surface des QR et lorsque les hétérostructures sont synthétisées avec plus d’ADN au départ
(ratio Au/ADN au départ 3 :1), les assemblages ne sont plus dirigés majoritairement par les domaines
d’or. (2) Une autre explication résiderait dans la formation de petits nuclei sur les faces latérales des
hétérostructures. En effet, comme nous I'avons vu précédemment les hétérostructures contiennent
de petits nuclei d’or qui pourraient étre fonctionnalisés également avec de I’ADN. Ces domaines
étant difficilement identifiable en MET « basse résolution », cela expliquerait I'apparent greffage de
I’ADN sur les faces latérales des hétérostructures. Dans tous les cas, comme le domaine d’or
prédominant contient plus de brins d’ADN en surface, I'interaction est préférentiellement dirigée par
celui-ci. Les domaines d’or majoritaires des hétérostructures ont donc été fonctionnalisés avec de
I’ADN pour des ratios plus grand Au/ADN (3 :1). Il est donc nécessaire de maitriser le rapport Au/ADN

afin de diriger les assemblages selon le domaine d’or prédominant des hétérostructures.

4.3.7) Conclusion
Des hétérostructures CdSe@CdS@Au/ADN ont été synthétisées. La fonctionnalisation des

hétérostructures a été rendue dissymétrique en complexant au préalable I'’ADN au sel d’or. La
formation de domaines métalliques sur les QR, fonctionnalisés exclusivement par de I’ADN, résulte
de la photo-réduction du sel d’or (Au-ADN) par les QR. La localisation du greffage a été montrée en
cryo-MET ou I’échantillon est vitrifié pour éliminer les artéfacts de séchage. L'orientation des
hétérostructures assemblées avec des particules d’or sphériques portant le brin complémentaire a
été analysée. De plus, les résultats en diffusion dynamique de la lumiére et en cryo-MET confirment
gue les assemblages sont dls a une reconnaissance spécifique entre brins d’ADN complémentaires.
En perspectives, ces hétérostructures « Janus » pourraient étre orientées sur une électrode (par des
interactions ADN-ADN) pour fabriquer des cellules solaires nanostructurées. En effet, via
I’'hétérojonction Schottky, les électrons photogénérés sont capturés par le domaine d’or
prédominant des hétérostructures ; leur orientation sur une électrode permettrait de collecter plus

efficacement les électrons photogénérés.

Une approche originale a été developpée pour synthétiser et fonctionnaliser spécifiquement des
hétérostructures QR@Au avec de I'ADN. Un sel d’or (Au') a été utilisé pour synthétiser des
hétérostructures QR@Au dans I’eau. Ce précurseur métallique original peut étre modifié a fagon par
des thiolates et dans cette étude, le sel d’or a été préparé avec de I’ADN-thiol. La perspective a ce
travail est d’explorer la modification d’un sel d’or similaire avec des nanocubes de platine (=5 nm)
fonctionnalisés par des dithiols (Figure 99a-b). Ce travail est réalisé en collaboration avec C. Aimé. Le
sel d’or utilisé dans cette étude est hydrophobe et un des ligands des nanocubes est échangé par des

thiolates (Figure 99b). Des résultats préliminaires en MET indiquent que les assemblages QR/cubes
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de platine observés sont induits par la lumiére. Les assemblages résultent de la photo-réduction de
I’or sur les QR, induisant le greffage des cubes de platine sur les QR. De plus, les cubes de platine sont
greffés préférentiellement aux extrémités des QR (Figure 99c-d). Ces « particules hybrides »
pourraient étre utilisées pour produire de I’hydrogene par photo-catalyse. Les QR sont de bons
photosensibilisateurs mais ne peuvent produire de I’hydrogene par photocatalyse car la réaction de

réduction des protons est un processus a deux électrons (2H"+2e™>H,).
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Figure 99 : a) Schéma de principe posant la problématique : le sel d’or peut-il étre modifié par des cubes de platine
(dithiol) et réduit sur les QR pour former des assemblages QR/cubes de platine induit par la lumiére. b) sel d’or apolaire
utilisé dans ce travail. c-d) clichés MET des assemblages obtenus a différents grossissements. Les zones entourées
indiquent les assemblages ou les cubes de platine sont aux extrémités des QR. Echelle 20 nm.
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4.4) Conclusion générale
Les propriétés d’oxydo-réduction photo-induites (photorédox) des QR ont été étudiées dans |'eau.

Dans ce chapitre nous avons tout d’abord déterminé les parametres clé pour réaliser des réactions
d’oxydo-réduction utilisant les QR. Notamment l'influence du rapport d’aspect des QR sur la
réduction d’'une sonde Red/Ox, la résazurine, a été étudiée. Ainsi les batonnets de plus grands
rapport d’aspect ont de meilleures propriétés photorédox car la séparation des charges
photogénérées est plus efficace. La méthodologie adoptée permet de passer au crible plusieurs lots
de batonnets et de comparer leurs propriétés photorédox avec une économie de temps importante.
Par ailleurs, I'activité photorédox des QR peut étre modulée grace a une fonctionnalisation

judicieuse.

Ces investigations ont ensuite été étendues au greffage photo-induit de molécules organiques, les
sels de benzénediazonium. L'intérét ici est de pouvoir introduire des groupements chimiques
différents pour post-fonctionnaliser les QR. Malgré des résultats encourageants qui montrent une
modification de la surface, il est difficile de caractériser chimiquement le greffage. De plus, les faibles
signaux enregistrés sont cohérents avec un greffage localisé sur les QR. Enfin, les QR-AD ont été post-
fonctionnalisés avec un ester activé réagissant avec le groupement éthylamine des QR. Cette

derniére expérience montre la possibilité de greffer des ligands d’intéréts sur les QR-AD.

Afin de mesurer la regio-sélectivité du greffage, un sel métallique a été réduit sur les QR pour former
des hétérostructures QR/Au. La synthése de ces hétérostructures a été optimisée pour avoir un
domaine d’or prédominant par QR et permet notamment d’avoir une séparation de charges efficace.
En effet, la réduction photo-induite du sel d’or sur les QR induit I'extinction quasi-totale de la
fluorescence des QR. La conversion des photons en porteurs de charges est donc améliorée via la
formation de jonction de type Schottky car les phénoménes de recombinaison radiatifs ont été
éliminés. De plus, le sel d’or original utilisé dans ce travail peut étre modifié par des thiolates de
facon a réduire et fonctionnaliser en une étape le sel d’or sur les QR. Des hétérostructures Janus ont
ainsi été synthétisées ol les QR sont fonctionnalisés avec le ligand peptidique C3EsD et le domaine
d’or par de I’ADN simple brin. Ces hétérostructures Janus peuvent donc étre utilisées pour diriger des

assemblages via le domaine d’or des QR par hybridation de I’ADN.

En particulier, pour la synthése d’hétérostructures, un donneur sacrificiel est employé: la
triéthanolamine pour limiter les phénoménes de photo-corrosion. L'introduction de cette « anode
sacrificielle » est nécessaire pour envisager des réactions photo-induites tout en limitant la
dégradation de la coquille des QR. D’autres donneurs sacrificiels auraient pu étre envisagés comme

184, 195

les sulfites. Une alternative serait de modifier la nature de la coquille inorganique des QR afin
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d’éviter I'utilisation du souffre (CdSe). En effet, en présence d’oxygéne, des études ont montré que le
soufre de la coquille inorganique s’oxydait pour former des sulfites.”®® En perspective, les
hétérostructures pourraient étre utilisées pour catalyser des réactions chimiques. Dans un tel
systeme, un donneur sacrificiel doit étre introduit pour permettre la catalyse. Cependant, il est
intéressant d’utiliser des donneurs sacrificiels dont la décomposition comporte un intérét comme des
polluants organiques par exemple. Une autre possibilité serait de synthétiser une hétérostructure
composée de deux sites catalytiques pour catalyser des réactions de réduction et d’oxydation en
parallele. Dans cette optique, des héterostructures capables de réaliser la réaction de dismutation de

I’eau (2H,0->2H,+0,) seraient tres intéressantes pour développer la filiere hydrogene.
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Chapitre 5 : Assemblages QR/Hydrogénase pour le développement de
la « filiere hydrogeéne ».

Développement de la filiere H,.

ans le but de diminuer les co(ts de fabrication des piles a combustibles, il est nécessaire

de trouver de nouveaux catalyseurs efficaces (remplacer le platine). Un catalyseur est

caractérisé par plusieurs parametres. Un catalyseur électrochimique « efficace » doit
présenter une faible surtension. Le phénomene de surtension exprime la différence entre le
potentiel électrochimique a appliquer et le potentiel thermodynamique (couple H*/H, dans le cas des
piles a combustible étudiées ici). Un autre parameétre important est l'efficacité catalytique ou
« turnover frequency » (TOF). Il est possible de mesurer le TOF en électrochimie (si le mécanisme de
réaction est connu) en reliant le nombre d’électrons échangés et la quantité d’H, oxydée. Enfin, il est
nécessaire que le catalyseur choisi soit robuste (stabilité) et que I'activité catalytique soit spécifique
(pas de réaction secondaire). Des métalloenzymes (catalyseurs naturels) respectent ce cahier des
charges : les hydrogénases (Hase). En effet, ces enzymes catalysent trés efficacement les réactions
d’oxydation et de réduction du couple H'/H,. Des études récentes ont permis via la cristallisation des
protéines, de déterminer leurs structures.’® Le site actif de ces métallo-enzymes contient des
métaux non précieux (Fe, Ni), profondément enfouis au sein de la protéine. Une chaine composée de
3 groupes Fer-soufre [FeS] assure la conduction des porteurs de charges depuis/vers le site actif.
Trois familles d’Hase peuvent étre répertoriées selon la nature des métaux composant leur site actif :
les Hase [Fe], [Fe-Fe] et [Ni-Fe].*”” En collaboration avec I’équipe d’Elisabeth Lojou (CNRS UMR 7281,
Marseille), nous avons travaillé avec une Hase [Ni-Fe] extraite de la bactérie hyperthermophile

Aquifex aAeolicus.
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5.1) L’hydrogénase d’Aquifex aAeolicus : un modele pour le développement
de biopile a combustible H; /0.

Toutes les expériences utilisant I’'Hase ont été réalisées au sein de I'’équipe d’E. Lojou (CNRS UMR

7281, Marseille) au cours de trois séjours successifs sur Marseille (4 semaines au total).

5.1.1) Introduction et état de I’art
Aquifex aAeolicus est une bactérie hyperthermophile appartenant a la famille des Archea. Ces

bactéries se développent dans des milieux extrémes et notamment anaérobiques. Ainsi I'Hase
extraite de cette bactérie possede une température de fonctionnement optimale de 85°C. Cette Hase
de type [Ni-Fe] présente l'avantage d’étre tolérante a l'oxygene, ce qui la rend facilement

197a

manipulable™" en dehors d’une boite a gants contrairement a beaucoup d’autres Hase a [NiFe] et

1975 E|le est aussi résistante au monoxyde de carbone et fonctionne sur une

aux Hases [Fe] ou [Fe-Fe].
large gamme de température. Elle présente également I'avantage d’étre bio-disponible. Cette
enzyme catalyse trés efficacement la réaction d’oxydation de I’hydrogéne (H,=2H"+2e"). Cette Hase
[Ni-Fe] est donc un biocatalyseur potentiel pour une utilisation en pile a combustible pour la
conversion d’énergie chimique en électricité. Dans cette optique, le groupe d’E. Lojou a récemment

1% |a haute

démontré la possibilité d’utiliser cette enzyme a I'anode d’une biopile a combustible.
température de fonctionnement de I'enzyme (issue d’'une bactérie hyperthermophile) est
particulierement adaptée pour ces applications, ou la température de fonctionnement des moteurs
peut atteindre des températures élevées. Par ailleurs, 'Hase d’Aquifex aAeolicus peut étre utilisée
comme un modeéle d’hydrogénase catalysant la réaction inverse (2H"+2e">H,). En effet, les résultats
acquis avec cette enzyme, manipulable « en paillasse » (dans les conditions normales), pourraient

étre transposés a une Hase [Fe-Fe] ou [Fe] (sensible a I'oxygéne) par la suite pour produire de

I’hydrogeéne.

L'objectif de ce travail était d’étudier le comportement des complexes QR@Hase avec la lumiére.
Dans un premier temps, la sensibilité de I'Hase seule a la lumiére a été étudiée. Dans un deuxieme
temps, un complexe QR@Hase a été formé pour mettre en évidence des phénomeénes photo-induits
de transferts de charges entre la particule inorganique et ce catalyseur naturel. La mise en évidence
de I'activité photo-induite de I'Hase est un résultat fortuit issu des expériences controles QR@Hase.
Par ailleurs, nous avons exploré la possibilité que les QR augmentent I'activité catalytique de

I’enzyme grace a une excitation lumineuse

5.1.2) Présentation du montage a trois électrodes utilisé dans ce travail
Afin d’évaluer I'activation de I'enzyme photochimiquement par les QR autoassemblés, un montage

classique de mesures électrochimiques a trois électrodes a été utilisé avec la possibilité de (1)
photoirradier I'électrode de travail sur laguelle sont déposés les QR et (2) injecter des gaz
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d’hydrogene (H,) ou azote pour activer ou inhiber I'activité catalytique de I’enzyme respectivement.

Les détails du montage sont présentés en partie expérimentale (page 192).

5.1.3) Interaction entre Aquifex aAeolicus et la lumiére

Purification et propriétés physico-chimiques de I'enzyme
Brievement, les bactéries natives d’Aquifex aAeolicus sont produites dans un milieu de culture®® puis

I’enzyme est isolée de la membrane cellulaire des bactéries par ultra-centrifugation et purification

197
.7 C

sur colonne. Le protocole de purification complet a été décrit par Brugna-Guiral et a ‘est un

processus long (=2 semaines) et quelques milligrammes d’enzymes sont isolés aprés les étapes de
purification. La purification de cette enzyme nécessite I'emploi d’un surfactant, le n-Dodecyl-B-D-
maltoside (DDM), introduit en large excés (1,5 mg DDM/ mg de protéine). A I'issue de la purification,
il reste encore du DDM en exces. L’'emploi du DDM change les propriétés colloidales de I'enzyme. En

effet, il a été montré que le DDM se fixe sur I'hélice transmembranaire hydrophobe et permet ainsi

200

de solubiliser la protéine en suspension aqueuse (Figure 100).”"" Par ailleurs, le point isoélectrique de

I’enzyme se situe aux alentours de pH = 7.7

a) b)

Large sous-unite

M.

[Ni-Fe]: site actif
J,-EE

[4Fe-35] (SF

[3Fe-4S] & Relais [FeS] &

[4Fe-45]

H;

> Helice hydrophobe
?,‘.{L’—) Cytochrome b

Figure 100 : a) Structure de I'enzyme Aquifex aAeolicus. b) Structure de I’enzyme Aquifex aAeolicus avec le cytochrome b.
Structures tirées de”®

La protéine est composée de deux sous-unités (Figure 100). La grande sous-unité (70kDa, rouge
Figure 100) contient le site actif [Ni-Fe] de I'enzyme. La petite sous-unité (30 kDa, noir Figure 100)
contient les trois relais [FeS] distants de moins de 15 A. L’hélice hydrophobe transmembranaire,
purifiée avec les deux sous unités est située & moins de 15 A du centre FeS de surface. In vivo, les

électrons générés lors de la réaction d’oxydation de I’'hydrogéne (H,) sont relayés via les [FeS] vers un
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cytochrome b membranaire (Figure 100b). Le cytochrome b est ici accepteur d’électrons, réduisant
des quinones dans le cytoplasme. Dans ce travail, I'enzyme est purifiée sans le cytochrome b (Figure
100a) et séchée sur une électrode pour collecter les électrons issus de la réaction d’oxydation de

I’hydrogene.

Forme active/inactive des hydrogénases : état de I'art.
La compréhension des formes actives et inactives des hydrogénases [Ni-Fe] est importante pour les

applications utilisant ces enzymes ou des catalyseurs bio-inspirés. Ainsi la sensibilité a I'oxygéne du
site actif a été largement étudiée. Les hydrogénases [Fe] et [Fe-Fe] sont dégradées de facon

irréversible en présence d’oxygéne limitant leurs applications technologiques.””

Inversement,
I'activité des Hases [Ni-Fe] est généralement inhibée de facon réversible en présence d’oxygéne.”®
L'activité catalytique de I'enzyme est a relier avec I'état rédox du site actif et selon le degré
d’oxydation de celui-ci, I'Hase est active ou inactive. En présence d’oxygéene, le site actif de I'enzyme
[Ni-Fe] est « désactivé » en deux formes: « Ni-A» et « Ni-B ».*®® La forme Ni-B est rapidement
réactivée sous H, ou en présence d’agents réducteurs’® alors que la cinétique de réactivation de la
forme Ni-A est plus lente. La nature du ligand oxygéné pontant le site actif dans les deux formes Ni-A
et Ni-B est différente, ce qui explique les différences de cinétique de réactivation. Le site actif dans la

205

forme Ni-B porte un ligand hydroxo (OH’).”" La présence du ligand peroxo dans la forme Ni-A reste

hypothétique et est encore soumise a débat.’®

La sensibilité a la lumiére du site actif des hydrogénases est un domaine encore inexploré. Certaines
études ont démontré que l'irradiation pouvait changer la conformation du site actif ou bien encore

27 Dans la littérature, ces études sont supportées par de la

induire la réduction des ligands pontant.
spectroscopie infrarouge ou Raman. Dans ce travail, la sensibilité a la lumiere de I’hydrogénase

d’Aquifex aAeolicus a été analysée en électrochimie.

Suivi de I'activité catalytique de I'enzyme en électrochimie.
La photosensibilité de I'Hase a été étudiée par I'équipe d’E. Lojou et a servi de base aux travaux

couplant I'enzyme et les QR. Ces expériences (sans QR) ont été développées dans le cadre du post-
doctorat d’A. Ciaccafava au BIP. Les mécanismes de fonctionnement de I'enzyme sont ici brievement

présentés car ils n"appartiennent pas a mon domaine de compétence.
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Figure 101: a) Oxydation de I’hydrogéne (H,) catalysée par I'Hase d’Aquifex aAeolicus séchée sur une électrode en
graphite pyrolytique et suivie en voltampérométrie cyclique. Les états Rédox du site actif en fonction du potentiel sont
adaptés de 208 b) Influence du potentiel sur I'oxydation de I’hydrogéne et suivi en chronoampérométrie : -0,5 V (vert
clair), -0,4V (vert), -0,3V (bleu clair), -0,2 V (bleu), -0,1 V (orange), OV (rouge). Les potentiels sont mesurés vs Ag/AgCl. 5
mV.s'l; 50 mM HEPES ; pH 7,2 ; 60°C ; sous atmosphére d’H,.

L'activité catalytique de I’hydrogénase est dépendante du potentiel imposé a I'électrode. L'Hase de
Aquifex aAeolicus (Aa) oxyde (i>0) I'hydrogéne (H,) a partir de -0,55V (vs Ag/AgCl) pour atteindre un
maximum d’activité aux alentours de -0,3V (Figure 101a). L’activité catalytique de I'Hase de Aa
commence a décroitre fortement pour des potentiels plus élevés (Figure 101a). Les différents états

298 | a diminution de Iactivité catalytique de

rédox du site actif sont notés Ni-R, Ni-C, Ni-Sia et Ni-B.
I’enzyme aux potentiels plus oxydants est a relier a un processus de désactivation ou le site actif de

I’enzyme est dans I'état Ni-B (présence d’un ligand pontant OH’). De plus, ce processus est réversible
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aux bas potentiels (Figure 101a). Pour des potentiels plus oxydants (>0V), I'enzyme est inhibée de
facon irréversible. Le processus de désactivation de I'enzyme entre [-0,3V ; OV] peut étre suivi en
chronoampérométrie (i=f(t), potentiel fixe). Entre [-0,5V ;-0,3V] le courant correspondant a
I'oxydation de I’hydrogéne est stable (Figure 101b). Cependant, entre [-0,3V; 0V] [lactivité
catalytique diminue : plus le potentiel est élevé, plus le courant diminue rapidement (Figure 101b).

La diminution du courant a ces potentiels est associée a la désactivation de I'enzyme.

Influence de l'irradiation sur 'activité catalytique de I'enzyme
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Figure 102 : a) Activité catalytique de I’'Hase de Aa suivi en chronoampérométrie lorsque I’'Hase de Aa est irradiée 120s
on/off. -0,5 V (vert clair) ; -0,4V (vert) ; -0,3V (bleu clair) ; -0,2 V (bleu) ; -0,1 V (orange) ; OV (rouge). b) Comparaison de
I’activité catalytique de I’enzyme avec (violet) et sans (noir) irradiation. Les photocourants obtenus avec I’électrode nue
sont indiqués en gris. Les potentiels sont mesurés vs Ag/AgCl. 50 mM HEPES ; pH 7,2 ; 60°C ; sous atmosphére d’H,.

La photosensibilité (A = 405 nm) de I’enzyme a été suivie en chronoampérométrie (120s on/off) ou le
courant mesuré avec l'irradiation est retranché aux courants catalytiques obtenus sans irradiation
(Figure 102a). La différence des deux courbes expérimentales exprime le courant photo-induit: le
photocourant. Les photocourants mesurés sur I'électrode nue (sans Hase) sont trés faibles (gris,

Figure 102b), confirmant la photo-sensibilité de I'Hase de Aa. Des photocourants d’oxydation de
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différentes amplitudes sont mesurés en fonction du potentiel (Figure 102a). L’activité catalytique de
I’enzyme est donc globalement plus importante sous irradiation. De plus, entre [-0,5V; -0,3V], le
photocourant représente seulement 5 % du courant catalytique obtenu sans irradiation alors que
pour les potentiels plus oxydants de -0,2, -0,1 et OV le photocourant augmente de 23%, 80% et 65%
respectivement (Figure 102a-b). Il est intéressant de noter que les photocourants mesurés sont plus
importants dans le domaine de potentiel de désactivation de I'enzyme [-0,3V ;-0 V]. La forte
augmentation de I'activité catalytique de I'’enzyme avec l'irradiation suggére fortement un processus

de réactivation photo-induit.
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Figure 103 : a) Suivi en chronoampérométrie des photo-courants catalytiques mesurés pour I’'Hase adsorbée sur une
électrode de graphite pyrolytique en fonction de I'intensité lumineuse (lux). -0,5 V (vert clair) ; -0,4V (vert) ; -0,3V (bleu
clair) ; -0,2 V (bleu) ; -0,1 V (orange) ; OV (rouge). b) Effet de I'intensité lumineuse sur le temps d’équilibration du photo-
courant. -0,5 V (vert clair) ; -0,4V (vert) ; -0,3V (bleu clair) ; -0,2 V (bleu) ; -0,1 V (orange) ; OV (rouge). Les potentiels sont
mesurés vs Ag/AgCl. 50 mM HEPES ; pH 7,2 ; 60°C ; sous atmosphére d’H,.

Pour le confirmer, I'amplitude du photo-courant a été mesurée en fonction de l'intensité lumineuse
(exprimée en lux) pour différents potentiels a I'électrode. L'intensité lumineuse a été mesurée grace
a un luxmetre. Deux comportements peuvent étre identifiés (Figure 103a). Pour les potentiels

inférieurs a -0,3V, les photo-courants catalytiques augmentent linéairement avec lintensité
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lumineuse (Figure 103a). Les photo-courants mesurés, dans cette gamme de potentiels, sont de
faible amplitude en accord avec les résultats de la Figure 102. Pour les potentiels supérieurs a -0,3V,
le photocourant augmente fortement, en accord avec les résultats précédents (Figure 102). De plus,
le photocourant diminue a partir de 1500 lux (Figure 103b). La diminution du photocourant dans ce
cas serait liée a la photo-dégradation du site actif dans I'état Ni-B, en accord avec des mesures

récentes effectuées (mesures FTIR et EPR) sur une Hase [Ni-Fe] de Desulfovibrio vulgaris Miyazaki.?®”"

Les cinétiques pour atteindre le maximum de photocourant différent selon le potentiel appliqué
(Figure 103b). Pour les potentiels inférieurs a -0,3V, l'activité catalytique induite par l'irradiation
atteint un plateau et la cinétique de réactivation de I'enzyme est peu dépendante de l'intensité
lumineuse. Pour les potentiels supérieurs a -0,3V, deux comportements sont identifiés.
Premiérement, la cinétique de réactivation de I'enzyme est plus longue (Figure 103b). Ce résultat
peut étre directement corrélé a I’existence de la forme inactive Ni-B a ces potentiels. Deuxiemement,
la cinétique de réactivation de I'enzyme est plus rapide pour des intensités lumineuses plus
importantes (de 700 a 3000 lux, Figure 103b). Ce résultat supporte I’hypothése d’une réactivation

photo-induite du site actif des hydrogénases.

5.1.4) Conclusion
Ces expériences ont montré que I'activité catalytique de I'’enzyme était meilleure sous irradiation, en

accord avec les photocourants d’oxydation mesurés. Par ailleurs, 'amplitude des photocourants
mesurés dépend du potentiel appliqué a I'électrode. Ainsi les photocourants mesurés sont plus
importants dans la gamme de potentiel [-0,3V; 0 V], ou I'activité catalytique de I’'Hase est connue
pour étre moins importante a cause d’'un état Rédox « Ni-B » du site actif. De plus, la cinétique de
réactivation de I'enzyme est plus rapide pour des intensités lumineuses plus importantes. Ces
résultats seraient donc attribuables a une réactivation photo-induite de I'enzyme. Par ailleurs,
Iirradiation pourrait endommager le site actif de I'enzyme pour des intensités lumineuses

supérieures a 1500 lux. Par la suite, I'intensité lumineuse a été fixée a 700 lux.

Ces résultats permettent d’avancer I’hypothése suivante, en accord avec la littérature: en
spectroscopie infrarouge, il a été montré que I'état « Ni-B » du site actif des hydrogénases, sensible a

I’oxygeéne, était peu photo-sensible. Pour ce type d’Hases, le passage de I'état actif « Ni-Sla » a I'état

207b

inactif « Ni-B » passe par un état intermédiaire « Ni-Slr » connu pour étre photosensible. Cela a

été démontré pour des hydrogénases sensibles a I'oxygéne qui catalysent efficacement la réaction de
réduction des protons en hydrogene. En revanche, I'existence de cet état intermédiaire pour les
hydrogénases résistantes a I'oxygene n’a jamais été démontrée en spectroscopie infrarouge a cause

208-209

de sa trés courte durée de vie. Les résultats obtenus dans ce travail démontrent que I'Hase
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Aquifex aAeolicus est photosensible et ils démontrent indirectement I'existence de cet état

intermédiaire photosensible.

L'Hase d’Aquifex aAeolicus peut donc étre utilisée dans des gammes de potentiels (entre -0,3 ;0V)
plus larges grdce a une excitation lumineuse. Ces résultats sont prometteurs pour améliorer les
performances des piles a combustibles qui utilisent ces catalyseurs naturels. Par ailleurs, ces résultats

pourront étre étendus aux catalyseurs synthétiques qui miment le site catalytique des hydrogénases.

5.2) Formation d’'un complexe Hase/QR et comportement sous irradiation.
5.2.1) Etat de I'art sur 'assemblage d’'Hases et de nanoparticules semi-conductrices

Des assemblages dirigés par des interactions électrostatiques ont été obtenus entre des quantum
dots CdTe fonctionnalisés par de I'acide mercaptopropionique (chargés négativement, pH>4.3) et
une hydrogénase [Fe-Fe] (localement chargée positivement, pKaysine = 10,8).*" 1322 Dans ce travail, le
groupe de King utilise de I’acide ascorbique comme donneur sacrificiel et de I’'hydrogéne est produit
sous irradiation. En 2012, le méme groupe a étendu ce type d’approche bio-hybride a des batonnets

132b Lorsque I'énergie de la bande interdite du photosensibilisateur

CdS comme photosensibilisateur.
est trop élevée, comme TiO, (Egs: CdTe<CdS<TiO,=1,4eV<1,87eV<3,2eV), une nouvelle stratégie est
adoptée pour collecter la lumiere du visible. Ainsi, un autre photosensibilisateur (organique ou semi-
conducteur) est introduit et l'oxyde de titane sert de médiateur entre le nouveau

photosensibilisateur et I'hydrogénase.”™° La triéthanolamine est utilisée comme donneur sacrificiel.

Les hydrogénases de type [Fe-Fe] sont plus efficaces pour la production d’hydrogene que les
hydrogénases [Ni-Fe]. Des catalyseurs synthétiques s’inspirent du site actif de ces métallo-enzymes.
Ainsi les catalyseurs bio-inspirés de DuBois et al sont plus actifs que les hydrogénases [Fe-Fe].?*!
D’autres catalyseurs non bio-inspirés catalysent également ces réactions, comme les cobaloximes

8 173 Enfin un catalyseur artificiel, inspiré des hydrogénases [Fe-Fe], a été

(complexe de cobalt).
assemblé avec des quantum dots CdTe pour produire de I’hydrogéne sous irradiation.”** Dans ces
travaux, les transferts de charges entre le photosensibilisateur et le catalyseur sont mis en évidence
par la production d’hydrogéne. En effet, I'hydrogéne produit est dosé par chromatographie en phase
gazeuse ; la quantité d’hydrogéne produite est rapportée au nombre de photons absorbés, ce qui

permet de caractériser efficacement le systeme.

Aucun travail dans la littérature ne rapporte I'assemblage d'une hydrogénase et d’un
photosensibilisateur inorganique pour catalyser la réaction d’oxydation de I’hydrogéene sous
irradiation. Les protons photo-générés ne peuvent étre dosés avec précision dans le milieu

réactionnel. Cependant, en électrochimie le flux d’électrons, issu de la réaction d’oxydation de
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I’hydrogéne, peut étre mesuré. Les QR et I'Hase d’Aquifex aAeolicus sont combinés, par greffage

covalent de la protéine a la surface des QR, pour former des complexes QR@Hase robustes.

5.2.2) Formation du complexe QR@Hase et caractérisation par électrophorese sur gel
d’acrylamide.
La stratégie de greffage envisagée est basée sur un couplage classique de type EDC/NHS (N-(3-

Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC)/N-Hydroxysuccinimide (NHS)). Ce
couplage permet d’activer I'acide carboxylique terminal présent sur les QR pour interagir avec les
amines primaires de la protéine par liaison peptidique covalente. Les acides carboxyliques des QR-
C3A11E4CO,H (30*5 nm) réagissent avec les lysines en surface de I'Hase (Figure 104a). Cette méthode
de greffage de I'enzyme a été adaptée d’un travail de I'équipe d’E. Lojou sur des nanotubes de

198, 213

carbones fonctionnalisés par des acides carboxyliques. La formation du complexe QR@Hase a

été mise en évidence sur gel d’électrophorese.

Activated ester

12 nm

b oo —> QR 4 % —> C—

30 nm Hase

Figure 104 : a) Schéma de la stratégie adoptée pour former le complexe QR@Hase. Les QR (30*5 nm) sont fonctionnalisés
avec le peptide C;A;,E,CO,H et le complexe QR@Hase est assemblé via un couplage peptidique.

Les premiers essais ont été effectués sur des gels d’agarose mais les tests d’activités se sont révélés
infructueux, probablement a cause de I'épaisseur importante du gel qui limite la diffusion des
especes réactives dans le gel (résultats non montrés ici). Aprés une mise au point des conditions
expérimentales, le complexe QR@Hase a donc été caractérisé en électrophorése sur gel en
polyacrylamide en condition native. Les gels d’acrylamide sont tres utilisés en biochimie pour révéler
I'activité de certaines enzymes et déterminer leurs poids moléculaires.”** Les échantillons sont

préparés dans du tampon de charge (Tris/HCl ; pH=6,8 ; glycerol 20% ; bleu de bromophénol 0,01%).

Chaque gel d’acrylamide est composé de deux types de gels superposés dans la cellule : un gel de
concentration (4 %) (en haut) et un gel de séparation (5%). Le gel de concentration permet une
entrée homogene de I'échantillon dans le gel de séparation (Figure 105a). Les concentrations en
acrylamide des gels ont été optimisées pour la migration des QR. En effet, aucune migration n’était

observée pour les gels de séparation de concentration supérieure a 5% en acrylamide (non montré).
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Figure 105: a-c) Photographies de gel d’électrophorése en polyacrylamide « natif » (NATIVE P.A.G.E) prises sous
illumination UV. Concentration QR : 20 mg/mL, gel séparation : 5% acrylamide. a) Comparaison de la migration de QR de
rapport d’aspects différents, de gauche a droite : 60*5, 50*5, 30*5 nm. b) Gel d’agarose (0,5%) de QR-C;E;D de
différentes morphologies. Migration dans tampon Britton et Robinson'*® (pH = 6, | = 20 mM) durant 45 min, 50V. c)
Activation des acides carboxyliques des QR-C3;A;;,E,CO,H (30*5 nm) avec des concentrations EDC/NHS croissante. De
gauche a droite : (1) 0/0, (2) 4/1 mM, (3) 40/10 mM, (4) 400/100 mM.

La migration des QR dans les gels d’acrylamide n’est pas uniforme (Figure 105a) et se divise en trois
spots visibles alors que les mémes particules migrent selon un seul spot en gel d’agarose avec parfois
une tache résiduelle dans le puit initial liée a la présence d’agrégats (Figure 105b). Ici les agrégats se
retrouvent concentrés a chaque entrée de gel (gel de concentration et gel de séparation) ce qui
explique la présence de deux taches résiduelles correspondant aux agrégats. Par ailleurs, I'incubation
des QR avec EDC/NHS permet d’activer les acides carboxyliques des QR-C3A1,E,CO,H (Figure 105c) ; la
migration des QR est alors ralentie avec I'ajout d’EDC/NHS. La formation d’esters activés sur les QR-
C3A1E4CO,H diminue la charge surfacique des QR. Par la suite, la concentration en EDC et en NHS a

été fixée a 400 et 100 mM respectivement.

Le test d’activité révélant 'Hase permet de démontrer (1) la co-localisation des QR et de la protéine
au sein du méme spot de migration (démontrant la formation du complexe QR@Hase) et (2) la
conservation de I'activité enzymatique de la protéine. En effet, le greffage d’une protéine sur une
nanoparticule pourrait changer sa conformation ou/et dénaturer la protéine et donc affecter son

activité.’®
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Figure 106 : Formes Rédox (Ox/Red) des indicateurs colorés utilisés dans le test d’activité. a) Méthyl viologéne (MeV) et
b) Chlorure de tetrazolium (TTC).

Brievement, apres la migration, le gel est placé dans une enceinte fermée et immergé dans un
tampon HEPES (50mM, pH=7). L'enceinte est dégazée (Ar) puis est mise sous atmosphere saturée
d’hydrogene (H,) et chauffée. Afin de démontrer I'activité enzymatique, le méthyl viologene (MeV) et
le chlorure de tetrazolium (TTC) sont introduits comme indicateurs rédox (Figure 106). L’oxydation de
I’hydrogéne par I'enzyme (H,=>2H"+2e") réduit le MeV selon la réaction suivante : 2MeV,, (incolore)
+2e2>2MeV,q (bleu). Le TTC permet de fixer la coloration selon la réaction suivante:
MeV,eq+TTCo(incolore)>MeVy,+TTC,q (rouge) localement sur le gel la ou I'enzyme est active. Ainsi,
les taches rouges (Figure 107b) indiquent la localisation de la protéine active sur le gel. Afin de
déterminer la localisation de I'enzyme dans le gel, il est aussi possible d’introduire du bleu de
Coomassie (fixation sur les liaisons peptidiques). Cependant, cet indicateur coloré ne caractérise pas

I'activité de la protéine.

a

Hase Only
L B
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Figure 107 : a-b) b) Gel d’électrophorése en polyaccrylamide « natif » (NATIVE-P.A.G.E) aprés un test d’activité
(coloration rouge). Les puits contiennent (de gauche a droite) : QR- C3A;,E,CO,H (1), QR- C3A4,E,CO,H+EDC/NHS (2), QR-
C3A,E,CO,H+EDC/NHS+Hase (3) et Hase seule. a) Gel identique qu’en b mais photographié sous illumination UV. a-b)
Concentration QR : 20 mg/mL.

Les QR-C3A1;:E4CO,H « activés » avec EDC/NHS ont été incubés au préalable avec trois équivalents
d’Hase durant =1 heure pour former les complexes QR@Hases. La migration des complexes
QR@Hases est moins importante que les QR non incubés avec I'Hase (3, Figure 107a-b). De plus, la
coloration rouge caractéristique de I'activité de I'enzyme est visible sur le gel (Figure 107b). L'Hase
est colocalisée avec les QR (3, Figure 107b). Le complexe QR@Hase a donc bien été formé et I'Hase
est encore active a la surface des QR. Les bandes du gel (rouge+jaune (3) Figure 107b) ont été
analysées par spectrométrie de masse (MALDI-TRAP), confirmant la formation du complexe
QR@Hase (non montré). Les fragments de la protéine (sous unités) et des QR sont alors détectés au

sein de la méme bande.

5.2.3) Etude du complexe QR@Hase en électrochimie

Séchage des complexes QR@Hase

Figure 108 : Clichés de microscopie électronique a balayage ou les colloides sont séchés sur un substrat en silicium. a)
complexe QR@Hase observé a incidence normale b) QR-C;A;;E4CO,H, le substrat a été clivé. Photo : Christophe Dupuis
(LPN, Marcoussis).

Afin de mieux caractériser I'assemblage hybride QR-protéine a la surface de I'électrode, des dépots
solides ont été observés par microscopie a balayage. Le dép6t des complexes QR@Hase, séchés sur
un substrat conducteur, a été caractérisé en microscopie électronique a balayage (Figure 108a-b).
Ces clichés ont été pris au LPN a Marcoussis par Christophe Dupuis. L'Hase, trop peu dense en
électron, n’est pas visible sur les clichés MEB des complexes QR@Hase (Figure 108a). Cependant, le
dépot dense des complexes QR@Hase n’est pas structuré (Figure 108a) alors que les QR-C3A1;E4,CO,H
sont organisés en lamelles sur le substrat (Figure 108b) dans les mémes conditions de séchage. En

effet, les QR-C3A1,E,CO,H se structurent dans des phases smectiques en séchant (se référer a la page
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103). Le greffage de I'Hase inhibe donc la structuration des complexes sur I’électrode. La différence

d’organisation dans les deux cas est une preuve indirecte du greffage de I'enzyme sur les QR.

Figure 109 : Photo de microscopie optique en fluorescence du complexe QR@Hase séché avec un moule en PDMS.
Comme I'Hase est purifiée avec un excés de surfactant, le n-Dodecyl-B-D-maltoside (DDM), on a
étudié la possibilité de fabriquer des assemblages de QR en présence de DDM (CMCppy=0,17mM). Il
est possible de sécher le complexe QR@Hase, sans ajout de surfactant supplémentaire, avec le
moule en PDMS (page 84). Le complexe se dispose sur le substrat selon les « murs » et les « cercles »
imposés en séchant par le moule (Figure 109). Cette expérience montre la possibilité de localiser le

complexe QR@Hase ou bien I'Hase seule sur une électrode grace au moule de PDMS.

Photosensibilité des QR- C3A1:E:CO:H

4,0x10° - e - — — — —
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0.4 ) -I!}I.E I C:D ) 0!2 ) I.'.ll-1
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Figure 110 : Courbe intensité-potentiel suite a une rampe linéaire de potentiel. Vitesse de balayage : 0,001 V.s™. Les QR
(C3A1E,CO,H, 2mg/mL) sont séchés sur une électrode de graphite pyrolytique. L’électrolyte est de 'HEPES 50 mM pH 7.2
a 60°C. Une membrane de dialyse est ajoutée a l'interface pour limiter la désorption. Des cycles d’irradiation (on/off) de
30s sont appliqués sur I’échantillon. Les barres rouges correspondent aux moments ol la lampe est allumée.

Les transferts de charges entre les QR (sans Hase) et I'électrode ont tout d’abord été étudiés. Les QR

sont séchés sur I'électrode (+ membrane, 7k MWCO) et leurs propriétés Rédox sont mesurées a 60°C
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dans un tampon HEPES. Le photocourant des QR-C;A;1E,CO,H a déja été discuté au chapitre 1 (page
72). Brievement, la dépendance du signe (-/+) du photocourant avec le potentiel serait lié a
I'alignement des niveaux de Fermi a l'interface QR/électrode. Le photocourant s’annule a -0,180 mV
(PZC) et des photocourants d’oxydation (positifs) sont mesurés pour des potentiels supérieurs au

PZC. C’'est-a-dire que I'électrode s’enrichit en électrons a ces potentiels [-0,180 V ; 0,4 V].

L'amplitude du photocourant est dépendante de la surface de I'électrode, une mesure de courant
rapportée a une unité de surface est donc plus judicieuse. Dans notre cas, la surface de I'électrode de
graphite est de 7 mm?2. La densité de courant est donc de 0,57 pA.cm™ a un potentiel de 0,3V. Le

216 Les

photocourant dépend également du pH ainsi que de la force ionique de I'électrolyte.
photocourants mesurés ici sont donc difficlement comparables avec ceux existants dans la
littérature. Dans cette optique, il serait intéressant de mesurer les photocourants, dans les mémes
conditions, pour des lots de nanoparticules de forme et de composition différentes. On peut noter
que les photocourants obtenus (0,57 pA.cm™; HEPES 50 mM ; pH=7,2 ; 60°C) sont supérieurs a ceux
reportés pour des quantum dots CdSe@ZnS dans des conditions similaires (0,2 pA.cm™; HEPES 100

mM ; pH=8 ; Température ambiante) au méme potentiel (0,3V).***°

La forme des particules ainsi que
leur composition (QD_CdSe@ZnS: Type |/QR_CdSe@CdS: quasi type IlI) pourrait expliquer les

différences observées car la séparation des charges est meilleure pour les QR.
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Etude du complexe QR@Hase en électrochimie
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Figure 111 : a) Schéma de principe reliant le courant mesuré et I'orientation relative de I’Hase par rapport I'électrode. Si
le centre FeS de surface est a distance tunnel de I'électrode, alors un transfert direct de charge est mesuré. En revanche,
si les groupes FeS sont éloignés de I'électrode, du bleu de méthyléne (BM) doit étre introduit pour relayer les charges
vers I'électrode. Figure tirée de Ciaccafava et al’®. b) Voltampérométrie cyclique de I'oxydation de H, par Hase seule
(noir), par le complexe QR@Hase (vert). Du bleu de méthyléne est ajouté (BM, 10 uM), un courant médié (MET) est
mesuré pour le complexe QR@Hase sans irradiation (bleu) et avec (rouge). Conditions : 50 mM HEPES, pH=6.8, 60 °C, H,
atm. (5 mV/s).

Les Hases sont des macromolécules (110kDa) dont il a été démontré que I'orientation relative par
rapport a I"électrode autorise ou non des transferts de charge suivant la distance du site actif a
I’électrode. En effet, les groupes [FeS] (proximal, médial, distal) conduisent les électrons du site actif
vers |'électrode et I'efficacité des transferts de charges dépend de la distance entre le groupe [FeS]

distal et I'électrode. Ces conclusions sont tirées de travaux précédents de I'équipe d’E. Lojou.’®® Un
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médiateur rédox peut alors étre introduit pour relayer les électrons vers I'électrode : le bleu de
méthyléne (BM, Figure 111a). Malheureusement, dans le cas du complexe QR@Hase (2mg/mL, sans
BM), I'orientation de I'enzyme par rapport a I'électrode ne permet pas un transfert de charge direct
(DET) car aucun courant d’oxydation n’est mesuré (vert, Figure 111b). Cela peut indiquer que le
groupement [FeS] distal est engagé dans la liaison avec le QR. Lorsque le bleu de méthyléne est
ajouté (10uM), un courant « médié » (MET) est mesuré (bleu, Figure 111b). L’activité catalytique de
I’'Hase, mesurée en présence de BM, est alors décalée aux potentiels d’oxydation du BM (bleu, Figure

111b).

Trois conclusions peuvent étre tirées de ces mesures. Premierement, la formation du complexe
QR@Hase est confirmée car le processus de transfert direct « DET » (Figure 111a) d’oxydation de
I’hydrogéne observé dans les mémes conditions de concentration pour I'Hase seule (noir, Figure
111b) disparait en présence de QR. Deuxiémement, I'orientation de I'enzyme sur le QR et/ou le
dépot du complexe empéche le contact entre le groupement [FeS] distal et I'électrode expliquant
gu’aucun transfert de charge direct n’est observé pour les complexes QR@Hase. Troisiemement,
I'activité catalytique de I'Hase sur les QR est conservée car I'oxydation de I'hydrogéne peut étre
« médiée » par du bleu de méthylene. L'oxydation de I'hydrogéne par I'’enzyme apparait alors au
potentiel d’oxydation du BM. De plus, la diminution du courant a partir de -0,15V (bleu, Figure 111b)
est attribuée a la désactivation de I’'Hase aux hauts potentiels comme observé précédemment. En

effet, I'Hase est dans I'état Ni-B a ces potentiels [-0,15V ;0V].
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Figure 112 : Chronoampérométrie a -0,1 V vs Ag/AgCl du complexe QR@Hase séché sur une électrode en présence de
bleu de méthyléne (10uM) sous H, (noir) ou sous N, (bleu). Le photocourant issu de I'électrode nue est également
mesuré (rouge). Des cycles d’irradiation (on/off) de 60s sont appliqués sur I’échantillon. Les barres jaunes correspondent
aux moments ou la lampe est allumée. Conditions : 50 mM HEPES, pH=6.8, 60 °C.

Les complexes QR@Hase ont ensuite été étudiés en chronoampérométrie a -0,1V dans le domaine

205 |’lectrode nue est trés peu

de potentiel ou I'enzyme est dans I'état inactif Ni-B (Figure 112).
photosensible (rouge, Figure 112). Les photocourants mesurés sont donc attribués uniquement au
complexe QR@Hase. Les chronoampérométries ont été réalisées sur le méme complexe QR@Hase
sous atmosphére saturée d’hydrogene ou d’azote. L’'Hase est inactive sans son substrat I’hydrogene.
Cette méthodologie permet de discriminer la contribution des constituants du systéeme sur le
photocourant mesuré. Sous azote, un photocourant d’oxydation est mesuré (bleu, Figure 112). Le
photocourant mesuré ici peut donc étre attribué aux QR et au BM car I'Hase est inactive dans ces
conditions. De plus, le photocourant associé aux QR décroit au cours du temps. Dans les mémes
conditions, sous hydrogene, un photocourant d’oxydation de 80 nA est également mesuré (noir,
Figure 112). En revanche, le photocourant augmente durant l'irradiation et diminue lentement apres
I'irradiation. En effet, les mesures sont effectuées a un potentiel ou I'enzyme est inactive, ce qui
explique la diminution du courant (sans irradiation). L'augmentation du courant sous irradiation
suggere donc la réactivation de I'enzyme. Cependant, il est difficile de conclure sur le mécanisme de
réactivation de I'’enzyme. En effet, nous avons vu précédemment que I'Hase est photosensible. Par
ailleurs, le bleu de méthyléne pourrait également avoir un role dans la réactivation de I'enzyme. Il
n’est donc pas envisageable de s’engager sur I'idée d’une réactivation de I’'enzyme via les QRs avec
cette seule expérience.
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5.2.4) Conclusion
Un complexe QR@Hase a été formé via un couplage peptidique. Le greffage de I'Hase sur les QR a

été mis en évidence sur gel d’électrophorése en polyacrylamide. En effet, la co-localisation de
I’enzyme et des QR dans le gel est synonyme de la formation du complexe. Un test d’activité effectué
in situ, démontre que I'enzyme conserve son activité catalytique une fois greffée sur les QR. Par
ailleurs, I'organisation des complexes aprés séchage est différente des QR de départ. L'enzyme inhibe
les interactions latérales des QR lors du séchage. Les différences d’organisation sur un substrat sont

des preuves supplémentaires de la formation du complexe QR@Hase.

Les complexes QR@Hase ont ensuite été étudiés en électrochimie. Les voltamogrammes montrent
une différence d’organisation de I'Hase a l'interface protéine/électrode. En effet, la mesure d’un
courant « direct » d’oxydation de H, pour I’'Hase et d’'un courant « médié » pour le complexe indique
qgue le groupement [FeS] distal est proche ou éloigné de I'électrode respectivement. Dans le cas du
complexe QR@Hase, I'ajout de bleu de méthyléne (BM) est nécessaire pour mesurer un courant
« médié » caractéristique de I'activité catalytique de la protéine. L'oxydation de I'hydrogéne est alors
décalée au potentiel d’oxydation du BM. Des mesures en chronoampérométrie (i=f(t)) ont été
effectuées a un potentiel ol I'enzyme, dans I'état Ni-B, est inactive (-0,1V). L'inactivation de I'enzyme
se traduit par une diminution du courant associé a la perte d’activité catalytique. Sous irradiation et
sous atmosphére d’hydrogéne, une augmentation du courant est mesurée alors que dans I'obscurité,
le courant diminue. Cependant, des expériences supplémentaires seront nécessaires pour extraire la

contribution des différents parametres (QR, BM, Hase) sur le photocourant mesuré.
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5.3) Conclusion générale
Dans ce travail, l'interaction entre un catalyseur naturel (une hydrogénase) et la lumiére a été

étudiée en présence (ou non) de QR. Cette hydrogénase catalyse la réaction d’oxydation de
I’hydrogéne ol un maximum d’activité catalytique est mesuré a -0,3V en électrochimie. L’activité de
I’enzyme décroit aux potentiels plus oxydants se traduisant par une diminution du courant
d’oxydation. En effet, il est connu que le site actif des hydrogénases est alors dans un état inactif Ni-
B. L'augmentation du courant mesuré sous irradiation (A=405 nm) est attribuée a une réactivation de
I’'Hase. La photosensibilité de I’'enzyme supporte I'existence d’un état intermédiaire Ni-SIr qui n’avait
pas encore été mis en évidence pour cette hydrogénase résistante a I'oxygene. L'Hase d’Aquifex
aAeolicus peut donc étre utilisée dans des gammes de potentiels plus larges grace a une excitation
lumineuse. Ces résultats sont prometteurs pour améliorer les performances de piles a combustibles

utilisant ces catalyseurs naturels.

Un complexe QR@Hase a été formé de fagon covalente : 'Hase d’Aquifex aAeolicus sur des QR-
C3A1;,E4CO,H via un couplage peptidique sans altérer son activité catalytique, démontrée sur gel
d’électrophorése. L'activité du complexe QR@Hase est confirmée en électrochimie ou la catalyse
d’oxydation de H, est « médiée » par du bleu de méthyléne (BM). Sous irradiation et en présence de
dihydrogene, une augmentation du courant est mesurée alors que dans I'obscurité, le courant
diminue. Néanmoins, I'ajout d’'un médiateur Rédox tel que le BM n’est pas souhaitable pour le
développement de piles a combustibles. L'oxydation de I'hydrogéne est catalysée par I'enzyme a
partir de -0,55V (vs Ag/AgCl). En présence de BM, la réaction est décalée a des potentiels plus
oxydants (-0,15V). La force électromotrice d’une pile a combustible (Vcathode-Vanode) Serait alors plus
faible en présence de bleu de méthylene. Les perspectives de ce travail sont donc de trouver les
conditions pour avoir un transfert de charge direct entre le complexe et I'électrode sans avoir
recours a un médiateur organique. Des expériences préliminaires sur des complexes QR@Hase
préparés a partir de QR-C3EgD semblent respecter ce cahier des charges mais sont a confirmer. De

plus, le ligand peptidique C3E¢D pourrait faciliter les transferts de charges entre les QR et I'enzyme.

Malgré leurs excellentes caractéristiques, les hydrogénases possédent quelques désavantages par
rapport aux autres catalyseurs. Comme ce sont des macromolécules (110 kDa), I'activité catalytique
rapportée a une unité de surface n’est plus aussi importante. Une alternative est de fabriquer des
électrodes ayant une grande surface spécifique (voir en 3D) pour augmenter la densité de courant.
Dans la littérature, une des techniques largement employée est le « layer by layer” » permettant

d’empiler des monocouches de nanocristaux par des interactions électrostatiques.” 2%’

De plus, la
présence de surfactants (DDM) aprés la purification de I'enzyme est suffisante pour diriger
I’'assemblage de la protéine sur un substrat (électrode) grace au moule de PDMS. Les structures 3D
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obtenues avec le moule en PDMS pourraient étre une solution pour augmenter la densité de courant
(avec ou sans QR). Par ailleurs, l'utilisation de ces catalyseurs est limitée a I’élaboration de
prototypes et non a des applications industrielles a cause de leur stabilité ainsi que du temps de
purification. Néanmoins, I'étude de ces catalyseurs naturels est intéressante pour la mise en forme
de catalyseurs bio-inspirés. En effet, ces catalyseurs synthétiques « miment» le site actif

65,211

d’hydrogénases et respectent le cahier des charges des applications industrielles (grande densité

de courant, bonne stabilité, colt modéré et utilisation d’éléments chimiques abondants sur Terre).
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7) Conclusion générale et Perspectives de ce travail

a recherche et le développement de nouvelles sources d’énergies sont un enjeu majeur de ce
siecle. La mise au point de nouvelles syntheses organométalliques de nanocristaux de taille,
de forme, et de composition contrélées offrent de nouvelles perspectives technologiques
pour répondre a cette demande. En particulier, les syntheses de batonnets d’or et de batonnets
CdSe@CdS ont été envisagées dans ce travail de these pour exploiter leurs propriétés
photophysiques dans les domaines de la collection de lumiére et de la photocatalyse. Ces deux types
de nanoparticules posseédent une grande surface spécifique et des propriétés photophysiques
distinctes : les batonnets semi-conducteurs CdSe@CdS collectent une partie de la lumiere du visible
en fonction du diametre du cceur alors que le spectre d’absorption des batonnets d’or est modulable

avec leur rapport d’aspect.

Dans un premier temps, la synthése organométallique de nanobatonnets d’or et CdSe@CdS a
été réalisée dans I'eau et en solvant organique (mélange de ligands phosphorés) respectivement a
partir de protocoles décrit dans la littérature. La procédure de croissance des batonnets semi--
conducteurs, assistée de I'ajout de germes précurseurs, permet de moduler aisément la morphologie
des batonnets (rapport d’aspect et taille du cceur). Inversement, la synthese des batonnets d’or, ne
nécéssitant pas la formation préalable de germe, ne permet pas un controle aisé de la morphologie
des nanocristaux. De nouvelles procédures de syntheses, décrites dans la littérature, sont en cours
d’optimisation au laboratoire pour moduler la taille et la forme des batonnets d’or. Le contréle
morphologique des nanocristaux est important pour la mise en forme de matériaux nanostructurés

et pour modifier leurs propriétés photophysiques a facon.

Dans un deuxiéme temps, les ligands de synthese des nanoparticules ont été échangés par
des ligands peptidiques ou des alcanethiolate PEGylés pour fonctionnaliser les nanocristaux dans
I’eau. Les ligands peptidiques (C3S3D et C3E¢D), avaient été introduits précédemment au laboratoire
durant le travail de thése d’A. Dif (2004-2007). La fonction d’ancrage robuste, composée de trois
cystéines, a été conservée et permet le greffage de ces ligands peptidiques aussi bien sur les surfaces
d’or que semiconductrices (CdS, ZnS) tout en limitant la désorption des ligands de la surface des
nanocristaux. Une chaine alkyle a été introduite comme espaceur pour structurer la monocouche de
ligands peptidiques a la surface des nanoparticules grace a des interactions hydrophobes. Dans le cas
des batonnets d’or, la chaine alkyle facilite I’échange du ligand initial, le CTAB, par ces ligands

peptidiques. Le taux de recouvrement de 0,6 nm?/ligand a la surface des nanocristaux semi-
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conducteurs a été déterminé en RMN 'H et *'P. De plus, I'interdigitation des chaines par des
interactions de Van Der Waals serait a I'origine de la cristallisation des nanoparticules dans des
phases smectiques lors de I’évaporation du solvant. Cependant, celle-ci n’est pas souhaitée pour des
applications de photocatalyse car la surface des nanocristaux est alors passivée. Les résultats des
mesures de réduction d’'une sonde Rédox et de photocourants convergent et désignent le ligand
peptidique C3EcD comme le plus adapté pour des applications en catalyse. En effet, le point
important pour envisager des réactions photoinduites concerne I'accessibilité de la surface. Enfin, le
groupe terminal des ligands peptidiques a été modifié de facon a générer des attractions ou des
répulsions électrostatiques entre colloides. Des groupements de reconnaissances spécifiques comme

la biotine ont également été introduits et greffés sur les nanoparticules.

Dans le but de convertir I'énergie solaire en énergie électrique, une approche consisterait a
assembler des matériaux composites (or + semi-conducteur) nanostructurés. L'empilement successif
ou l'assemblage mixte de nanocristaux ayant des propriétés optiques différentes permettrait de
maximiser I'absorption du spectre solaire.” La reproductibilité et le contrdle des assemblages sont
des prérequis pour leur intégration dans des microsystéemes.

Dans ce travail, nous proposons une méthode de séchage simple et adaptée a la cristallisation multi-
échelle en trois dimensions de nanoparticules. Cette méthode de séchage est versatile et peut étre
appliqguée a toute suspension de colloides (protéine, nanoparticule) contenant un surfactant
(C°>CMC). Elle consiste a appliquer une surface microstructurée en PDMS sur la suspension de
colloides ol I’évaporation du solvant contenant les particules est lente et contrblée. La forme
macroscopique des dépbts (hauteur, largeur, motifs) obtenus aprés séchage est modulable avec la
géométrie de la surface. De plus, I'évaporation lente des nanocristaux est importante pour la
nanostructuration du matériau final. Les nanobatonnets individuels sont assimilables a des briques
élémentaires dans la mise en forme de ces matériaux. Les supercristaux obtenus ont de nouvelles
propriétés collectives. En particulier, une bande plasmon plus énergétique que la bande longitudinale
des composants isolés, est mesurée pour les assemblages structurés de batonnets d’or. Les
techniques de caractérisations (optique, MET, MEB, SAXS) révélent des structures organisées dans
une phase smectique B pour les batonnets d’or et CdSe@CdS seulement lorsque la fonctionnalisation
des nanocristaux le permet. En particulier, les ligands alcanethiolates PEGylés MUDOL/MUDIC et
peptidiques C3A;,E4,CO,H sont nécessaires pour la structuration lors du séchage des batonnets d’or et
CdSe@CdS respectivement.

En perspective, I'assemblage de batonnets d’or de rapport d’aspect différents ainsi que la
compréhension des phénomeénes collectifs seront étudiés. De plus, nous avons montré que les

répulsions électrostatiques induites par le ligand MUDIC permettaient de moduler les paramétres du

178 |Page



-Conclusion générale et Perspectives-

réseau cristallin de nanobatonnets de quelques nanometres. En introduisant un encombrement
stérique supplémentaire, il pourrait étre possible d’augmenter les distances inter-particulaires. Une
nouvelle approche, basée sur la reconnaissance de brins d’ADN complémentaires, pourrait
également étre envisagée pour moduler les distances simplement avec la longueur du brin d’ADN. De
plus, des assemblages en phase smectique mélangeant des QR et des batonnets d’or pourront étre
envisagés. Une thése a débutée au laboratoire (Benoit Boichard) sur la production d’hydrogene par

photocatalyse supportée par des dépots structurés.

Lors de I'absorption d’'un photon de suffisamment haute énergie, une paire électron-trou est
générée au sein des batonnets CdSe@CdS. Ces porteurs de charges peuvent interagir avec leur
environnement pour diriger des réactions d’oxydo-réduction. Afin d’augmenter le rendement de
photo-conversion, la séparation des charges doit étre favorisée. La composition coeur@coquille des
nanocristaux quasi type Il est favorable au confinement des trous photo-générés dans le coeur de la
particule alors que les électrons sont délocalisés selon le grand axe des béatonnets. La forme
oblongue des nanocristaux semi-conducteurs a été optimisée pour maximiser la séparation des
charges et les propriétés photorédox de QR, de rapports d’aspect différents, ont été passées au
crible grace a la réduction d’'une sonde rédox : la résazurine. En particulier, les batonnets de grands
rapports d’aspect (75*5 nm) fonctionnalisés par le ligand peptidique C3EsD sont les plus indiqués
pour diriger des réactions d’oxydo-réduction photo-induite. Un sel d’or a été successivement photo-
réduit puis déposé par hétéroépitaxie sur ces batonnets de facon a générer une jonction de type
Schottky. L’extinction quasi-totale de la fluorescence des hétérostructures indique que les
phénomeénes de recombinaisons radiatifs ont été éliminés. De plus, le sel d’or précurseur dans la
synthése des hétérostructures est modifiable par des thiolates permettant de fonctionnaliser
spécifiguement les domaines d’or réduit. Des hétérostructures Janus, ayant une fonctionnalisation
dissymétrique, ont ainsi été synthétisées ol le domaine d’or est stabilisé avec de I’ADN. De plus, il
pourrait étre possible d’accrocher spécifiquement un catalyseur-thiol sur les domaines d’or des
hétérostructures. De la méme facon, un sel de benzénediazonium présentant une fonction amine
primaire a été successivement réduit puis greffé a la surface des nanocristaux. Nous avons montré
gue les QR-AD étaient post-fonctionnalisables par des esters activés. Des mesures préliminaires sur
les hétérostructures QR/Au montrent des photocourants supérieurs aux mémes QR sans or. Ces
résultats sont prometteurs pour diriger des réactions photocatalytiques avec ces hétérostructures.
Par ailleurs, la photo-corrosion des batonnets semi-conducteurs est un probléme qu’il est possible de
limiter en introduisant une anode sacrificielle. Les nanoparticules d’or, connues pour étre photo-
stables pourraient se révéler étre la solution pour palier ce probleme qui diminue la durée de vie de

ces systémes. Dans ce travail de these, une attention particuliere a été portée a I'étude des
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photocourants des particules semiconductrices. En perspective, les mémes études de photocourants

seront effectuées sur les batonnets d’or pour comparer en détail ces deux systémes.

Nous nous sommes également attachés a travailler avec un catalyseur naturel : une hydrogénase.
Cette enzyme [NiFe] catalyse la réaction d’oxydation de I’hydrogene (H,). En effet, I’'hydrogéne est un
combustible particulierement intéressant mais sous-utilisé en raison du colt des matériaux mis en
ceuvre comme le platine. Dans ce contexte, cette enzyme hyperthermophile a déja été intégrée dans
une pile a combustible bio-inspirée par I'équipe d’accueil. Dans ce travail de thése, I’hydrogénase a
été greffée covalament sur les QR et la formation des complexes QR@Hase ont été caractérisés par
électrophorése sur gels en polyacrylamide. Il est important de noter que la protéine conserve son
activité catalytique a la surface des QR comme démontré par un test d’activité in situ sur gel ainsi
gu’en électrochimie. Par ailleurs, nous avons découvert que I'enzyme elle-méme est photosensible.
Ce travail sur I'enzyme isolée a permis de mettre en évidence un état photo-sensible qui n’avait pas
encore été caractérisé sur ces hydrogénases résistantes a I'oxygene. En effet, I'enzyme peut étre
réactivée par une excitation lumineuse. Dans le cas des complexes QR@Hase, I'activité photoinduite
est mise en évidence avec un médiateur Rédox, le bleu de méthyléne. Ces résultats sont prometteurs
pour améliorer les performances des piles a combustibles bio-inspirées et pourraient étre applicables
aux systémes utilisant des catalyseurs artificiels qui miment le site actif de ces enzymes. La
perspective de ce travail est de déterminer les conditions expérimentales permettant de s’affranchir
de l'utilisation de ce médiateur Rédox qui limite les applications technologiques de ce systeme bio-

hybride.
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8) Partie Expérimentale

7.1) Synthése et fonctionnalisation des nanocristaux et des hétérostructures.

7.2) Matériels et méthodes physico-chimiques.
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7.1) Synthese et fonctionnalisation des nanocristaux et des

hétérostructures.
Durant cette these plusieurs types de nanocristaux de composition et de formes différentes ont été

synthétisés. La synthése de ces nanocristaux fait appel a des processus de nucléation et dans le but
d’éviter toute réaction parasite, la verrerie a été systématiquement lavée a I'eau régale (3 :1, HCl :
HNOQ:s). Cette étape de lavage est suivie d’un ringage abondant a I’eau millipore (18.2 mQ). Tous les

produits sont achetés chez Sigma Aldrich sauf exception précisée.

7.1.1) Synthese des particules métalliques

7.1.1.1) Synthése de nanoparticules d’or sphérique

Citrate 3,9
mmol. (10

Figure 113 : a) Montage utilisé pour la synthése de particule d’or sphérique. b-c) photo du mélange réactionnel avant et
apreés ajout du citrate.

Ces nanocristaux ont été synthétisé selon la méthode de Turkevitch.*® 10 mL d’une solution de citrate
de sodium (0,39 mmol : 3.9 eq en moles par rapport a I'or) sont versés dans 100 mL d’une solution de
sel d’or HAuCl, (0,1 mmol ; 1 eq), portée a reflux et sous agitation mécanique vive (Montage Figure
113). Aprés passage par une solution incolore, une solution de couleur noire est rapidement obtenue
(Figure 114b-c). Le reflux et I'agitation vive sont alors maintenus pendant 25 min. La solution est
refroidie a température ambiante, sous agitation mécanique moyenne et réguliere. Une solution
« mere » de colloides d’or de concentration 4 nM est ainsi obtenue. La concentration en colloides est

déduite a partir de coefficients d’extinction décrit dans la littérature®® : 3,9.10. M™.cm™.

7.1.1.2) Syntheése de nanobatonnets d’or
Plusieurs synthéses ont été testées pour obtenir des batonnets d’or monodisperses. Nous avons

finalement retenu une synthese de type « one pot », c’est-a-dire qui ne requiert pas la formation ex-
situ de germes avant I'étape de croissance. Nous avons opté pour cette méthode qui offre un gain de
temps et la possibilité d’obtenir des solutions finales plus concentrées en colloides. Les protocoles

décrits ci-dessous concernent la synthése de croissance médiée par des germes « seed mediated

32a, 58b, 63a 59b, 60, 62

growth » (en deux étapes) et celle des batonnets préparés en une étape « one pot ».
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Description de la synthése dite de Jana (« one pot ») :
10 mL d’une solution contenant 3,5 mM de sels d’or HAuCl, (3,5.10° mol, 1 eq), 0,2 M CTAB (2.10°

mol, 57 eq), 1 mM d’AgNO; (1.10° mol, 0,3 eq) est préparée. Le mélange est thermostaté a 30°C pour
éviter la cristallisation du CTAB. Ensuite 120 pL d’acide ascorbique a 0,4M (4,8.10° mol, 1,4 eq) est
ajouté au mélange sous agitation. La couleur de la solution passe alors du rouge a une solution
incolore correspondant a la réduction des ions Au®* en Au’. Enfin, 64 pL d’une solution glacée de
NaBH, a 1,6 mM (1.107 mol, 3.10% eq) est incorporé dans la solution. La solution passe
progressivement d’une solution transparente a noire. La réaction est terminée apres 20 min (Figure

114).

Figure 114 : Photo d’une suspension de batonnets d’or dans I’eau, a I'issue de la syntheése.

7.1.2) Fonctionnalisation des particules métalliques

7.1.2.1) Or sphérique

Avant fonctionnalisation, les particules sont centrifugées afin d’éliminer les éventuels agrégats (2800
g, 10 min). Il n'est pas nécessaire de purifier la solution de I'excés de citrate avant échange.
Typiquement 500 équivalents de ligands sont incubés (rapport ligand/particule) pour des particules
d’or de 15 nm de diamétre pendant 2h. La suspension colloidale peut ensuite étre filtrée sur une
colonne d’exclusion de taille (NAP-5, Sephadex). Ces particules ont été fonctionnalisées avec succes

avec des peptides, de ’ADN-thiol et les alcanethiol PEGylés.

7.1.2.2) Batonnets d’or
Avant échange, les nanobatonnets d’or sont séparés morphologiquement des autres formes

colloidales. Il est en effet possible qu’une synthése aboutisse avec une proportion non négligeable de
sphéres (Figure 115). La présence ou non des sphéres est détectable sur le spectre d’absorption des
batonnets d’or (celles-ci absorbent vers 520 nm) alors que le pic transverse des batonnets est situé a
510 nm. Ces objets sphériques sont éliminés par centrifugation (7400 g, 10 min) et le surnageant

contenant les batonnets est conservé.**’
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Figure 115 : Spectres d’absorbance UV/Vis de batonnets d’or. a) sans sphéres. b) avec sphéres. c) Evolution du spectre
d’absorbance (normalisé) d’un lot de batonnets d’or lors de I’élimination des sphéres.

Il est important d’enlever I'excés de CTAB avant les étapes de fonctionnalisation. Les échantillons
sont maintenus a chaud (>25°C) afin d’éviter que le CTAB ne cristallise puis 3 cycles de
centrifugation/redispersion sont réalisés pour fixer la concentration finale en CTAB a 0,5 mM
(CMCcrag = 1mM) ainsi qu’une concentration en batonnets de I'ordre de 0,5 nM (DO = 1,5). Les
concentrations des suspensions de batonnets sont déterminées a partir de ce coefficient

d’extinction tiré de la littérature: 4,4*10° M*.cm™. 1%

Afin de procéder a I’échange du CTAB, un exces de ligand est ajouté (10000 équivalents). Le temps
d’incubation varie selon les ligands. Pour MUDOL/MUDIC : 2h suffisent alors que pour les peptides

une nuit d’incubation est nécessaire (incubation sous agitation mécanique moyenne).

7.1.3) Synthese de batonnets semi-conducteurs CdSe@CdS.
Les batonnets sont synthétisés selon une méthode décrite par Carbone et al.’® Elle requiert la

synthése de germes au préalable, composés de séléniure de cadmium, puis la croissance anisotrope
d’une coquille en sulfure de cadmium. Elle est donc réalisée en deux étapes. La synthése est
effectuée dans des mélanges de solvants coordonnants a haut point d’ébullition. Aprés le lavage a
I’eau régale, la verrerie est rincée avec de la soude. En effet, nous avons observé expérimentalement

gue ce traitement supplémentaire facilite la dissolution de I'oxyde de cadmium.

7.1.3.1) Synthése des germes de CdSe.
Dans un ballon tricol de 50 mL, 3,0 g de TOPO, 0,280 g d’ODPA et 0,060 g de CdO sont mélangés sous

agitation mécanique moyenne (Figure 116). Le mélange est chauffé a 150° sous vide durant une
heure. Cette étape permet de dégazer la solution. Le mélange est porté a 300°C sous atmosphére
inerte afin de dissoudre le cadmium (la solution initialement de couleur rouge se décolore). 1,5g de
TOP sont alors ajoutés dans le mélange réactionnel. En paralléle est préparé, dans un schlenk, un

mélange contenant 0,058 g de Se et 0,360 g de TOP sous agitation mécanique vive (nécessaire pour
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dissoudre le sélénium). L’étape suivante consiste a injecter rapidement la solution contenue dans le
schlenck dans le tricol. Ici les paraméetres modifiables pour obtenir des germes de différentes tailles
sont la température d’injection et le temps de réaction. Ainsi, pour obtenir de petits germes
(Emission dans le vert) la température d’injection est de 380°C et la réaction est immédiatement
stoppée par trempe thermique. Dans le but d’obtenir de plus gros germes (émission dans le rouge) la
température d’injection est de 370°C et la réaction est stoppée par trempe thermique au bout de 3
minutes. Les nanocristaux sont ensuite lavés par centrifugation/redispersion avec un mélange de
toluéne et de méthanol (1/4). Les particules sont ensuite redispersées dans du TOP a une

concentration de 400 UM et conservée dans le réfrigérateur sous atmospheére inerte.

Vide/Argon

Figure 116 : Montage utilisé pour la synthése de germe CdSe

7.1.3.2) Synthese de la coquille CdS pour obtenir des batonnets CdSe@CdS
Ici, se reporter au tableau (Tableau 1) pour les quantités de précurseurs utilisés pour obtenir des

batonnets de différents rapports d’aspect. Dans un ballon tricol de 50 mL, le CdO est mélangé en
présence de TOPO, ODPA et HPA (Figure 117). Aprés avoir pompé sous vide le mélange durant 1h a
150°C, la solution est chauffée entre 350 °C et 380°C (se reporter au Tableau 1 pour précision) sous

atmosphere inerte.
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Vide/argon

Quantum Rods dans
le toluéne

Figure 117 : a) Montage utilisé pour la synthése de batonnets CdSe@CdS. b) Photographie de batonnets de rapports
d’aspect différents dispersés dans le toluéne.

1,5g de TOP sont alors ajoutés, on assiste alors a une chute en température, il est important

d’attendre que le mélange soit revenu a la température désirée avant l'injection des précurseurs

contenus dans le schlenk. Ce dernier contient le soufre (voir tableau pour les proportions) et les

nanocristaux CdSe (200ul, 400uM soit 80 nmol) dissous dans 1,5 g de TOP. Cette solution est injectée

rapidement dans le tricol. On assiste encore une fois a une baisse en température, il est important

qgue la remontée en température soit rapide (=1-2 minutes) pour la qualité morphologique et

cristalline des batonnets. Le mélange est ensuite incubé a la température d’injection durant 8

minutes aprés 'injection. Les nanocristaux sont ensuite lavés par centrifugation/redispersion avec un

mélange de toluéne et de méthanol (1/4). Les colloides sont redispersés dans du toluéne et stockés

dans le réfrigérateur (Figure 117). Les photos TEM de trois lots de batonnets préparés selon les

conditions du tableau 1 sont présentées Figure 118.

Tableau 1 : Tableau récapitulant les conditions dans lesquels 3 lots de batonnets de rapports d’aspect différents ont été
synthétisés selon la méthode de Carbone.

CdSe@CdS nanorods

Temps de reaction

QR 15 nm

0,290

0,080

0,057
""""" 0,120+1,5
(3,74.10° +4,04.10° mol)

8 minutes

QR 50 nm

0,290

0,080

0,060

0,120+1,5
(3,74.10°® +4,04.10°° mol)

8 minutes

QR 75 nm

0,290

0,080

0,086

0,120+1,5
(3,74.10°° +4,04.10° mol)

8 minutes
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Figure 118 : Photos MET de trois lots de batonnets préparés (QR au laboratoire selon les conditions du Tableau 1 et leurs
(QR 15 nm (noir), QR 50 nm (rouge) et QR 75 nm (bleu)) spectres de fluorescence correspondant. Echelles 50 nm

7.1.4) Fonctionnalisation des batonnets semi-conducteurs dans I'’eau

La concentration en QR des suspensions peut étre déterminée grace aux coefficients d’extinction

185

tabulés dans la littérature.”™ Les batonnets dans le toluéne sont redispersés dans le chloroforme

(précipitation avec méthanol puis séchage) de facon a constituer une solution mére a 10 mg.mL™. La
qguantité de peptides a ajouter dépend de la surface a couvrir (donc de la taille du batonnet). La
surface du batonnet est considérée comme celle d’un cylindre fermé de deux demi-sphéres et égale
a:

SQR:(ScyIindre"'2 Sdemi—sphére) : 2T[R*L+4T[R2

Ici, R correspond au rayon et L a la longueur du batonnet. Systématiquement (10*Sqr*nombre QR)
équivalents de peptides (50 mM) sont ajoutés pour fonctionnaliser les batonnets. Un agent de
transfert de phase, I’hydroxyde de tétraméthylammonium, le TMAOH (solution aqueuse concentrée

a 25% en masse) est ajouté goutte a goutte (de 1 a 6 pL) pour faciliter le passage des batonnets de la
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phase organique a la phase aqueuse (Figure 119). Les peptides utilisés sont préparés a facon par

PonPeptide©.
&)
i - Wt T N
H
C.ED
SH -
b II:.-?‘IHO T T s K p
[E S
B o : CiE
. : LOH T - 9= a
(4] bl HMOE N M M. o o o) o o o
Triectylphosphine oxide (TOPD) Hexylphosphonic acid (HPA] wg~ 9 B o H
CoEK
o
. B gy .
& pgs 0 LA H
ot Pt C.h,,E,COOH
o
C s}
Triectylphosphine (TOP] OQctadecylphosphonic acid (ODRA) M

Exchange
LD

@ aqueuse — TMAOH

@ organique—»

Figure 119 : Schéma montrant I’échange des ligands de synthése par des peptides PEGylés a la surface des batonnets
pour les disperser dans I’eau.

En regle générale, une émulsion se crée a l'interface, une centrifugation douce (2800g, 5 min) est
alors nécessaire pour séparer les phases. Le chloroforme est ensuite évaporé sous vide ou par
chauffage (bain marie a 60°C). Les batonnets peuvent ensuite étre purifiés par une colonne
d’exclusion stérique (NAP-5, Sephadex) pour éliminer le TMAOH, I'exces de peptide et redisperser les

QR dans le solvant choisi.

7.1.5) Synthese d’hétérostructures CdSe@CdS/Au

Le sel d’or choisi est un sel hydraté de sodium du Chloro-(diphényl)-(3-sulfonato-phényl) or (1) (Figure
120b) et a été acheté chez Strem Chemicals, Inc. Des hétérostructures de différentes morphologies
ont été obtenues. On retiendra les hétérostructures ayant 1 domaine d’or prédominant par
batonnet, plusieurs domaines d’or par batonnet et celles ne se formant pas sous action de la lumiére

(Figure 121).
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Figure 120 : a) Photo du montage : les mélanges sont introduits dans des cuves en quartz sous agitation moyenne et
irradié. b) Structure chimique du sel d’or utilisé dans ce travail.

Les hétérostructures sont synthétisées sous irradiation en présence du sel d’or et des QR-C3EsD
hydrophiles (typiqguement 60*5 nm) en solution aqueuse. La concentration des QRs est fixée a 2.10°
8M (DO3s0nm=1) et le sel d’or & 1 mM (50000 équivalents). De plus, la triéthanolamine (TEA) et I'acide
ascorbique sont ajoutés pour faciliter la photo-réduction de I'or sur les QR. Le mélange est tamponné
a pH=8.5 (Borate, 10 mM, lxg=10 mM). La réaction est réalisée dans des cuves de spectroscopie en
quartz sous agitation mécanique moyenne (Figure 120). Le temps d’irradiation nécessaire pour
observer la réduction de I'or sur les batonnets est d’environ 20-30 minutes. La LED (M405L2, Thor
Labs, A=405nm) est collée a la cuve pour délivrer une intensité lumineuse d’environ 700 lux a
I’échantillon. La réaction est suivie en spectroscopie UV-Visible et stoppée dés que le pic plasmon
apparait, caractéristique de la formation d’hétérostructures. A l'issue de la réaction, les colloides
sont lavés dans I'eau (18,2 mQ) par centrifugation/dilution grace a des tubes (AMICON ULTRA 0,5
mL) munis d’un filtre (MWCO : 100kDa). Cette étape est répétée au moins 4 fois afin d’éliminer tous
les réactifs en excés (2800g, 5min). Les conditions expérimentales pour obtenir des hétérostructures

sont détaillées ci-dessous.
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2,5.10%M 2,5.10% M 2,5.10%M
A, ascorbique 10 mM 10 mM 10 mM
TEA 0,8M _ 0,8M
Au 1 mM 1mM
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Figure 121 : Images MET décrivant les hétérostructures obtenues selon différentes conditions. (1) 1 domaine d’or par
particule, (2) hétérostructures obtenus par un processus thermique (sans irradiation) et (3) hétérostrucutures décorées
de plusieurs nucleus. Dans le tableau sont indiquées en rouge les quantités de réactifs qui varient par rapport a
I’échantillon n°1.

7.1.5.1) Synthése d’hétérostructures CdSe@CdS décorée avec un domaine d’or
prédominant

a) Un domaine d’or prédominant par particule (n°1) par photocatalyse

Dans une cuve en quartz sont mélangés 360 pL de QR (2,5.10% M, Asso nm=1.1), 18 pL d’acide
ascorbique 3 0.2M (3,6.10° mol, 10 eq), 45 pL de TEA (0.8 M au final, 3.10° mol) et 9 pL d’une
solution de sel d’or a 29 mg.mL" (3,6.107 mol, 1 eq). Le mélange est ensuite irradié durant 20

minutes.

b) Formation d’un domaine d’or prédominant par particule (n°2) par un processus
thermique
Les hétérostructures sont préparées dans les mémes conditions que précédemment mais en absence

de triéthanolamine ; les échantillons ne sont pas irradiés dans ce cas mais incubés dans un bain
marie. La cinétique de formation des nuclei est plus importante en fonction de la température. Le
temps d’incubation varie donc en fonction de la température. A 20°C, les hétérostructures sont

synthétisées apres 6h d’incubation.

Dans un eppendorf sont mélangés 360 pL de QR (2,5.10% M, Asso nm=1.1), 18 pL d’acide ascorbique a
0.2M (3,6.10° mol, 10 eq) et 9 uL d’une solution de sel d’or a 29 mg.mL™* (3.6.10” mol, 1 eq).

7.1.5.2) Hétérostructures CdSe@CdS/Au décorées de nuclei (n°3)
Dans une cuve en quartz sont mélangés 360 pL de QR (2,5.10% M, Asso nm=1.1), 18 pL d’acide

ascorbique 3 0.2M (3,6.10° mol, 1 eq), 45 pL de TEA (0.8 M au final, 3.10° mol) et 90 pL d’une
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solution de sel d’or a 29 mg.mL™" (3,6.10° mol, 1 eq). Le mélange est ensuite irradié durant 20

minutes.

7.1.5.3) Synthése et greffage en une seule étape de brins d’ADN sur les hétérostructures
Le sel d’or est fonctionnalisé avec de I’ADN thiol dans un tampon Borate (pH=10.5, 10mM) durant 5

minutes avant le mélange avec les autres réactifs. De plus, deux conditions ont été testées. (1) Une
solution de 51.6 plL de sel d’or a 5 mg.mL™ (1 mM au final) est préparée avec de I’ADN-thiol (12 kDa,
1.7 mg, 0.3 eq par rapport a I'or). (2) Une solution de 51.6 pL de sel d’or a 5 mg.mL™ (1 mM au final)
est préparée avec de I’ADN-thiol (12 kDa, 0.17 mg, 0.03 eq par rapport a I'or). La solution préparée
en (2) permet de fonctionnaliser spécifiqguement le domaine d’or des hétérostructures alors que

I"autre (1) non.

Dans une cuve en quartz sont mélangés 360 pL de QR (2,5.10% M, Asso nm=1.1), 18 pL d’acide
ascorbique a 0.2M (3,6.10° mol, 10 eq), 45 uL de TEA (0.8 M au final, 3.10* mol) et 51.6 pL d’une
solution de sel d’or @ 5 mg.mL" (3.6.107 mol, 1 eq). Le mélange est ensuite irradié durant 20
minutes. Les échantillons sont ensuite purifiés par centrifugation (Tubes avec filtres, AMICON Ultra,
100k MWCQO), afin d’éliminer les especes libres en solution. Pour les assemblages dirigés par I’ADN,
les échantillons sont lavés avec un tampon Tris (25mM, 0,3M NaCl). Les échantillons sont ensuite
incubés avec les particules d’or sphériques fonctionnalisées avec le brin complémentaire (2 a 10
équivalents d’hétérostructures/Au) durant une nuit. La formation des agrégats peut alors étre suivie
en diffusion dynamique de la lumiere. Avant les expériences de cryo-microscopie, les sels sont

éliminés par centrifugation (2800g, 5min).

7.1.6) Greffage covalent d’'une enzyme sur les batonnets CdSe@CdS via un
couplage peptidique.

7.1.6.1) Formation du complexe

Les batonnets sont dispersés dans un tampon HEPES (50mM, pH=7.2) et peuvent étre fonctionnalisés
avec C3EgD ou C3A;E4,CO,H. Les batonnets sont alors dispersés dans I'eau selon les protocoles
précédents et concentrés a 20 mg.mL" (AMICON ULTRA, 0,5 mL MWCO : 10-100k). On y ajoute un
large excés d’agents de couplage, 400 mM d’EDC et 100 mM de NHS en solution, le mélange est
laissé a température ambiante durant 30 minutes puis purifié des réactifs en excés par une colonne
d’exclusion stérique (NAP-5, éluant: tampon HEPES 50 mM, pH = 7). Cette étape de purification
conduit a la dilution de I'échantillon, il est alors nécessaire de concentrer |'échantillon par
centrifugation (AMICON ULTRA, 0,5 mL MWCO : 10-100k). Trois équivalents d’hydrogénase (110kDa,
3 eq par rapport aux batonnets) sont ensuite ajoutés durant >1h avant la caractérisation du

complexe sur gel d’électrophorése.
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7.1.6.2) Propriétés électrochimique de films CdSe@CdS/protéine
L

7 -H,0 -

=

Acquisition sur ordinateur

Figure 122 : Schéma du montage a trois électrodes désignées par (1) (2) (3) utilisé dans ce travail. L’échantillon est séché
sur I'électrode de travail (1) puis est mise au contact d’un électrolyte (HEPES 50 mM pH=7.2). La cellule électrochimique
est immergée dans un bain a 60 °C. La cellule peut étre mise sous atmosphére saturée d’H, ou d’N,.

Le montage est constitué de trois électrodes en contact avec un tampon HEPES (50mM, pH=7.2),
reliées a un potentiometre (Figure 122). L'échantillon est séché sur I'électrode de travail de graphite
pyrolytique qui est recouverte d’'une membrane de dialyse (7k MWCO) afin de confiner le dép6t au
voisinage de I'électrode. En effet, les échantillons peuvent se redisperser en solution apres séchage.
La contre électrode est un fil d’or et I'électrode de référence est de deuxieme espece (Ag/AgCl). Les 3
électrodes sont reliées a un potentiométre (pautolab type Ill, Metrohm) ou le potentiel électrique
pris ou imposé a chacune des électrodes induit des transferts de charges. Des arrivées extérieures
d’hydrogene et d’azote permettent de contrdler I'atmosphére de la cellule électrochimique. De plus,

celle-ci est immergée dans un bain marie a 60°C grace a une arrivée d’eau thermostatée.

L’échantillon (2mg/mL) est alors séché sur I'électrode sous un flux d’azote en 15 min. Les rampes
linéaires consistent en un balayage lent (1 mV/s) en potentiel (-0,5V;+0,5 V) a 60°C. Des cycles
d’illumination de 30s (M405L2, Thor Labs, A=405nm) sont effectués. Un blanc est systématiquement
effectué (sans Iumiere) pour extraire uniquement ['activité photoinduite des données

expérimentales.

7.1.7) Réduction d’'un chromophore rédox, la résazurine
Les propriétés photorédox de trois lots de QR sont étudiées grace a I'utilisation d’un indicateur

Rédox : la résazurine. Les QR sont fonctionnalisés dans I'eau avec C;E¢D ou C3A;;E,CO,H comme
décrit précédemment. Un volume de 150 pl par échantillon dans I'eau est préparé. Les trois lots de
QR sont a la méme concentration molaire de 2,78.107 M (4,17.10™ mol). La résazurine en solution

aqueuse est alors ajoutée a une concentration finale de 17.24 pM (2,58.10° mol, 62 eq par rapport
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aux QRs). La lampe est placée a 10 cm des échantillons et un suivi de I'absorbance en fonction du

temps (Aresa=f(tirradiation)) €St réalisé en spectroscopie UV-visible (A = 600 nm).

7.1.8) Fonctionnalisation des batonnets CdSe@CdS avec des sels de
benzénediazonium

7.1.8.1) Synthése du sel de benzénediazonium

Le sel de benzénediazonium est préparé dans I'eau a partir de la 4-(2-Aminoéthyl) aniline solubilisée
dans 1 mL d’HCI 0,5 M (0,1 M ; 1,00.10* mol ; 1 eq) et de nitrite de sodium (0,1 M ; 1,00.10* mol ; 1
eq) solubilisé dans I'eau (18.2 mQ). Le nitrite de sodium est ajouté goutte a goutte jusqu’a avoir un
volume identique de la solution de nitrite de sodium ajoutée par rapport au volume de la solution
d’aniline de départ. Le mélange est disposé dans un bain de glace a I’abri de la lumiére sous agitation
mécanique modérée. La caractérisation infrarouge du produit obtenu aprés 1h d’incubation montre
une bande 3 2270 cm™ caractéristique du groupement diazonium. Une solution de 4-(2-Aminoéthyl)
benzénediazonium a 0,05 M est ainsi obtenue. Le sel de benzénediazonium est préparé fraichement

avant chaque manipulation expérimentale.

7.1.8.2) Fonctionnalisation des batonnets CdSe@CdS par les sels de benzénediazonium
Les batonnets sont fonctionnalisés dans de I'eau millipore (18,2 mQ) a 2.5%10%Mm (Asso nm=1,1). La

force ionique de I’échantillon est fixée entre 1 et 10 mM. 1 mL de solution est constitué. On y ajoute
20 pl de la solution de benzenediazonium fraichement préparée pour une concentration finale de 1
mM en solution (40000 eq par rapport aux QRs) et 20 uL de soude (0.25 mM, 1 eq par rapport a HCl)
est ajoutée en méme temps de facon a maintenir le pH de I'ordre de 7. Les batonnets sont ensuite
irradiés (distance lampe-échantillon: 10 cm) durant 30 min (M405L2, Thor Labs, A=405nm). Le

38 sans

greffage peut étre caractérisé par électrophorese (0,5% agarose, tampon Britton et Robinson
étape de purification supplémentaire. En revanche, la fonctionnalisation des QR-AD par un ester
activé nécessite une étape de purification (NAP-5, éluant : borate pH=8) pour éliminer les sels d’AD

en exces.

7.1.8.3) Fixation des QR AD-biotine sur des billes d’agarose streptavidinées
Les streptavidines immobilisées sur billes d'agarose (# 20347, Pierce, USA) sont conditionnées dans

une solution comportant 0,02% de NaNs. Cette solution concentrée (12.5 uL), est diluée 4x dans une
solution saline (150 mM, NaCl). La suspension (50 pL) est centrifugée a 4000 g pendant 30s. Un
volume de 200 pL de solution saline est ajouté et la solution est a nouveau centrifugée a 4000 g
pendant 30s. Cette étape est réalisée 2 fois pour éliminer les éventuels résidus ou protéines présents
dans le surnageant. Les billes ainsi lavées (20 plL) sont alors incubées en présence de QR (80uL,
100nM) durant 1 h sans agitation, a température ambiante. Les billes sont ensuite lavées. Pour ce
faire, les échantillons sont centrifugés (4000 g, 30s) et lavés avec 200 pL de solution tampon (borate,
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pH 8.5, 10 mM, 150 mM NaCl). Le lavage est répété 4 fois. Les échantillons sont observés au

microscope optique en champ clair en épifluorescence.
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7.2) Matériels et méthodes physico-chimiques

7.2.1) Caractérisation des propriétés optiques des nanocristaux

Spectroscopie UV-Visible

Les mesures d'absorbance des solutions sont réalisées avec un spectrophotometre UV-Visible double
faisceau (Cary 100 SCAN UV-Visible Spectrophotometer, Varian, Australie), logiciel Scan. Les jeux de
cuves utilisés sont des cuves de précision SUPRASIL® en quartz de 120 uL (105.250-QS, Hellma®,
France). La ligne de base est réalisée en présence des deux cuves remplies du solvant. Cette étape
permet de vérifier la propreté des cuves. Ensuite, la cuve de référence contenant le solvant permet
de retrancher la ligne de base a I'absorbance mesurée au niveau de la cuve de I’échantillon. Les
mesures sont réalisées dans une gamme de 0,1 a 1 unité d’absorbance, dans le domaine

d’application de la loi de Beer-Lambert.

Spectroscopie de Fluorescence
Le fluorimetre utilise est le modeéle Fluorolog-3™ (FL3-22, Horiba Jobin Yvon, Japon), piloté par le

logiciel fluorescence™. La source est une lampe Xénon de 450W, l'intensité est collectée a 90° par
rapport a la source (mode Right Angle). Typiquement les largeurs des fentes sont réglées en
excitation et en émission a 3 nm (valeurs variant de 1 a 5 nm). Les solutions de QR possédant un

maximum d’émission entre 590 et 605 nm, sont excitées a 350 nm et scannées de 400 a 690 nm.

7.2.2) Caractérisation surfacique des nanocristaux

Mesure de pH

Le pH-metre utilisé est le modele Electrochemical Analyser C931 (Consort™, Belgique), équipé d'une
microsonde (Fisher Bioblock, France). Cette sonde permet de mesure le pH de solution de volume

supérieurs a 100 pl et ce au sein de microtube de 750 pL.

Diffusion dynamique de la lumiére (voir annexe)
La diffusion dynamique de la lumiére (DLS, pour "Dynamic Light Scattering") est mesurée avec un

modele Zétasizer Nano-ZS ZEN3600 (Malvern Instruments, Royaume Uni). Un laser (A = 633 nm)
illumine la solution, les photons diffusés sont collectés a 173° par un photomultiplicateur. Les
mesures sont réalisées dans des microcuves jetables en PMMA de volume minimal 40 pL, a 25°C. Les
échantillons sont préalablement filtrés sur filtres Millipore jetables de 0,2 um (Millex GV, Sigma-
Aldrich, France). Trois mesures de 20 scans, de 10 secondes chacune (durée d’un scan) sont réalisées

pour chaque échantillon pour vérifier la reproductibilité des mesures.

Le potentiel z&ta des particules est mesuré dans des cuves spéciales jetables de 650 mL (DTS 1061).

Les échantillons sont insérés a I'aide de seringues jetables (Braun injekt® 1 mL). De plus, la force
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ionique des échantillons est fixée entre 1 mM et 10 mM. La présence d’un sel de fond est tres

importante pour pouvoir comparer les échantillons par la suite (voir annexe).

Electrophoreése

Sur gel d’agarose (nanoparticules)

Les migrations sur gel d'électrophorése sont réalisées sur un Gel X Ultra™ V-2 (Labnet International,
USA). Typiquement, le gel est réalisé en dissolvant 0,5 g d’agarose dans 100 mL de tampon (0,5%). La
solution tampon doit étre choisie avec soin (pH, force ionique) selon le systéeme a caractériser. Deux
types de tampon ont principalement été utilisés : tampon Borate (10 mM, pH=8, I= 10mM) ou

tampon Britton et Robinson®*®

(10 mM, pH=6, I=20mM). La solution est chauffée jusqu'a dissolution
compléte de I'agarose dans le tampon. La solution est coulée dans un moule surmonté d'un peigne
au niveau des puits. Aprés 20 min a température ambiante, le gel est réticulé et utilisable. Le gel est
alors disposé dans l'appareil puis immergé avec 350 mL du tampon. Un volume de 24 pulL
d’échantillon est disposé dans chaque puits contenant du glycérol pour éviter la diffusion de
I’échantillon dans le tampon au moment de l'insertion. Le temps de migration est variable mais est
typiguement de 45 min avec une tension constante de 50 V (espacement entre les électrodes : 15
cm). Aprés la migration, le gel est extrait puis observé dans un imageur ImageQuant 350 (GE
Healtcare, USA) sous excitation UV ou en lumiere blanche. Le logiciel IQuant Capture 350 permet

I'acquisition et le traitement des images obtenues. Les photos des gels contenant des particules d’or

sont prises aussi avec un appareil photo numérique.

Sur gel d’acrylamide (nanoparticules-protéines)

Préparation du gel
Les gels Natifs sont opérés sur une cellule d’électrophorése mini-Protean IIl (Bio-Rad) selon le

protocole de Schagger.™*

Le gel est composé d’'un mélange d’acrylamide et de bis-acrylamide a 30%,
d’eau, de tampon (HEPES 50mM, pH=7.2) et est réticulé grace a I'ajout de persulfate d’ammonium
(APS) et de N,N,N',N'-Tétraméthyléthylénediamine (TEMED).>** La concentration du gel a été
optimisée pour la migration verticale des QR a 5%. Le gel de séparation (5%) est surmonté d’un gel
de concentration (4%) pour une entrée plus homogene des échantillons dans le gel de séparation.
Les gels sont coulés verticalement entre deux lames de verre espacées d’un millimétre. Une
attention particuliére doit étre portée sur I'absence de formation de bulles et sur la planéité du gel
de séparation (5%) (ajout d’eau sur le dessus) et sa réticulation avant de couler le gel de
concentration avec le peigne.

20 pL d’échantillons de QR (20mg/mL) et de protéines (3 équivalents) sont chargés avec 10 pL de

bleu de charge G250 (2*). Les échantillons sont disposés dans les puits grace a d’une seringue
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Hamilton. Un marqueur de poids moléculaire est éventuellement ajouté (NativeMark, Invitrogen). La
migration est opérée a température ambiante, 10 mA/gel constant avec une tension variable. La
migration est stoppée lorsque le front de migration du bleu de charge atteint la limite inférieure du

gel de séparation.

Révélation et test d’activité de I'hydrgénase
L'activité de I'enzyme est révélée en milieu anaérobique en immergeant le gel dans un tampon

HEPES (50mM, pH=7.2). L'enceinte (tube Falcon 50 mL) est dégazée sous argon durant 10 minutes
puis placée sous atmosphére saturée d’H, durant 15 minutes. Le méthyl viologéne (MeV, 1mM,
accepteur d’électrons) est alors ajouté a 80°C. La coloration est fixée par la réduction du 2,3,5
chlorure de Triphenyltetrazolium par le MeV réduit et I'activité de I’'hydrogénase est révélée par une
coloration rouge dans le gel. La position des QR est révélée sous irradiation UV. Les bandes sont

découpées pour une analyse de spectroscopie de masse, elles peuvent étre alors conservées a -20°C.

7.2.3) Microscopies

Microscopie Optique

Les observations, en champ clair, en fluorescence et en champ noir sont réalisées sur un microscope
inversé IX71 (Olympus, Japon) au laboratoire. Ce microscope possede 4 objectifs (Plan Objective, 4x ;
CPlanFl, 10x, ouverture numérique 0,3 ; LUCPlanFLN, 20x, ouverture numérique 0,45 ; LUCPlanFLN,
40x, ouverture numérique 0,6). Les QR sont excités par une lampe a vapeur de mercure U-RFL-T. Les
expériences sont réalisées dans des cellules scellées de 20 pL pour limiter I'évaporation du solvant.
Les cellules sont confectionnées a partir d'une lame et d'une lamelle séparées par une couche de

parafilm™ fondu.

Les mesures d’absorbance effectuées in situ sur les dépbts structurés de batonnets d’or ont été
réalisées au CRPP a Bordeaux en collaboration avec I'’équipe de S. Ravaine. L’expérience consiste a
observer au microscope optique I'assemblage (*40) et de cibler I'acquisition des spectres sur une
zone d’environ 5x5 um (correspondant a la largeur d’'un mur). Le microscope utilisé a Bordeaux est
un « 20/20 PV™ UV-Visible-NIR Microspectrophotometer » de la compagnie CRAIC Technologies. La
mesure est effectuée en transmission sur un substrat transparent (FTO ou verre). Les substrats de

FTO peuvent géner I'acquisition des spectres.
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Figure 123: Photographie du microscope équipé d’un spectrométre UV-visible-NIR « 20/20 PV™ UV-Visible-NIR
Microspectrophotometer » permettant I'acquisition d’images et de spectres d’absorbance a la fois sur un échantillon.

Electronique
Dans ce travail de these, plusieurs types de microscopes électroniques ont été utilisés : transmission

(haute résolution, cryo-TEM, TEM de routine) et a balayage.

Microscope électronique a transmission (MET)

Préparation des grilles

Les échantillons dans I'eau sont déposés sur des grilles de carbone (Agar scientific, $162-3,
Formvar/Carbone 300 Mesh Cu (50)) recouverte d’un film de polymére. Les solvants organiques
endommagent ces films de polyméres mais sans empécher I'observation sur les MET de routine. Des
grilles en carbone sans polymeéres (Agar scientific, 300 Square Mesh, Copper 3.05 nm) ont aussi été
utilisées pour les échantillons en solvant aqueux. En revanche, les solvants organiques détériorent
intégralement ces grilles, empéchant toute observation. Pour les observations sur le microscope a
haute résolution, tres sensible a la contamination, les grilles utilisées pour les échantillons dispersés
en solvant organique sont constituées de SisN, (TED PELLA, INC. N° 21502-10). Une fois déposé,
I’excés de solution peut étre éliminé avec un papier absorbant pour limiter le temps de séchage et les
phénomeénes associés au séchage (contamination et réorganisation). Pour les observations en STEM-
HAADF, les grilles ont été chauffées a 100°C pour éviter les phénomenes de contamination au

carbone.

Description des microscopes utilisés
Un MET (JEM 1400 JEOL, 120 kV) équipé d’une caméra ORIUS 1000, a été utilisé a I'Université de

Rennes 1 (TEM Mric-UMS 3480-Biosit-Université de Rennes 1 platform) en collaboration avec A.
Burel. Le microscope est piloté par le logiciel digital Micrograph. Apres une formation a I'utilisation
du microscope, j'ai pu observer les échantillons moi-méme. C’'est un microscope équipé d’une source

d’électron thermoionique (a filament) et la résolution du microscope est limitée a des grossissements
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de 500k. L'introduction des échantillons dans la colonne est rapide (10 minutes), c’est donc un

appareil idéal pour des manipulations de routine.

Le microscope haute résolution est un JEOL 2200 FS équipé d’un correcteur d’aberrations sphériques
sur la sonde. Avec ce correcteur, la résolution effective en mode STEM est de 1A, ce qui permet
d'obtenir des images a contraste chimique (HAADF : High Angle Annular Dark Field) a I'échelle
atomique. Ce microscope a été utilisé, dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire de
Nanophotonique et de Nanostructures (LPN) a Marcoussis, par Ludovic Largeau. L'introduction des

échantillons est longue, cet appareil a été utilisé pour caractériser finement un échantillon.

Un cryo-microscope électronique a transmission (Cryo-MET) a été utilisé pour caractériser les
assemblages dirigés par I'hybridation de I’ADN d’hétérostructures et de particules d’or sphériques. Le
microscope est un FEI Technai Spirit G2 utilisé a une tension d’accélération de 100 kV. Le porte objet
est un GATAN spécial cryo fonctionnant a -180°C et les images ont été obtenues a partir d’une
caméra GATAN Orius CCD. Ce microscope a été utilisé dans le cadre d’une collaboration avec I'équipe

de C. Aimé (UPMC, Collége de France/Jussieu, Paris).

Microscope électronique a balayage.
Le microscope est un Magellan™ XHR SEM (FEl Inc.). En plus du mode MEB « classique », cet

instrument est muni d’un détecteur (SDD 50 mm?2) permettant I'acquisition d’images haute
résolution en transmission en mode STEM (Scanning Transmission Electronic Microscope) et d’'un
capteur EDX/EDS (X-MAX, OXFORD) pour l'analyse chimique. Cet appareil a été utilisé en
collaboration avec le laboratoire de Nanophotonique et de Nanostructures (LPN) a Marcoussis par
Christophe Dupuis. La tension d’accélération est variable entre 1 et 30 kV et doit étre ajustée selon le
type d’échantillon. Dans le cas des batonnets d’or la tension d’accélération moyenne était de 5 kV.

Pour I'observation des QR, une tension de 15 kV est nécessaire pour « percer » la gangue organique.

7.2.4) Analyse Chimique

Infrarouge

Le spectrometre utilisé est un Varian 640-IR muni d’'un cristal d’ATR-DTGS (ATR: Attenuated
Reflectance Spectroscopy). L’échantillon (1mL) est au préalable purifié des espéces libres par deux
colonnes d’exclusion stérique (NAP10, éluant eau) ou par dialyse (dans 1L d’eau, MWCO : 50k) en
présence d’une résine échangeuse d’ions (10g, Mixed Bed Resin, Sigma). Dans le cas d’une
purification par dialyse, la suspension est incubée 1h en présence de la résine puis le bain est
remplacé, la procédure est alors répétée 3 fois. L'échantillon est déposé soit en solution puis séché

soit sous forme de poudre apres lyophilisation (lyophilisateur : H-ETO Power Dry PL 300).
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7.2.5) Analyse structurale : Diffusion des Rayons X aux petits angles (SAXS, voir annexe)
Les expériences SAXS ont été réalisées a Rennes (plateforme ENSCR)*? ou sur la ligne « SWING » (12

keV) au Synchrotron SOLEIL'® par I’équipe de F. Artzner. Les échantillons de batonnets (10® M) sont
séchés dans des capillaires (Glas-Technik & Konstruktion Miller & Midller OHG) de 1,3-1,6 mm de
diametre. Dans le cas des batonnets d’or, les échantillons sont séchés en présence de CTAB (0,5mM)
sans Tween 20. Les capillaires contenant les échantillons sont séchés dans un dessiccateur sous vide

(60 mbar) en présence de pentoxyde de phosphore (P,0s) de facon a éliminer les traces d’eau.

7.2.6) Préparation des échantillons pour I'organisation multi échelle (voir annexe)
15 mL d’une suspension de batonnets CTAB (4,54.10° M, CTAB=0,5mM) sont fonctionnalisés avec

225 pL de MUDOL 10 mM (ou mélange MUDOL/MUDIC) sous agitation mécanique moyenne durant
au moins deux heures. L’échantillon est ensuite concentré par des cycles de centrifugations
successifs (13k g, 10 min) jusqu’a atteindre un volume d’échantillon d’environ 10 pyL. Du tween 20
(CMC=0,06 mM, Sigma) est ajouté dans la solution a une concentration de 0,072 mM (=1,2xCMC).
Pour obtenir les assemblages multi-échelles une surface microtexturée est préalablement préparée
(voir annexe). Une goutte de la suspension colloidale (=10°® M) d’un volume de 1 pL, est déposée a
I'aide d’une micropipette sur un substrat puis la surface décorée est appliquée dessus jusqu’a

évaporation compléte de I’eau. Enfin, la surface décorée (ou moule) est retirée.
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Annexe I : Diffusion dynamique de la lumiere

Figure 124 : Photographie constructeur (Malvern) du modéle Zétasizer Nano-ZS ZEN3600 utilisé au laboratoire.

Le diametre hydrodynamique des colloides en suspension est mesurable par diffusion dynamique de
la lumiere (DLS) (Figure 124, Dynamic Light Scattering). Cette technique est sensible a I'intensité
diffusée de tous les composants de I’échantillon. C’'est donc une mesure d’ensemble qui permet de
caractériser la monodispersité d’'un échantillon. De plus, cet appareil permet de mesurer la charge
surfaciqgue moyenne des nanoparticules via la mesure de leur mobilité électrophorétique. Les

résultats sont complémentaires des migrations obtenues en électrophorese.

Les fluctuations de I'intensité diffusée (nombre de photons diffusés) sont mesurées a un instant t et
t+At. Plus I'intervalle de temps entre les deux mesures est important et plus les deux mesures seront
décorrellées. Par ailleurs, les nanoparticules suspendues en solution sont soumises au mouvement
brownien selon le coefficient de Stokes-Einstein. Ainsi les grosses particules sont dans un état plus
stationnaire (diffusion dans la solution moins importante) que les petites ; cela aura une incidence
directe sur la fonction d’autocorrélation ou l'information sera perdue plus vite pour les petites
particules (At petit) que les grosses (At grand). Il est donc possible par cette technique, en mesurant
les fluctuations d’intensité diffusées, de déduire la taille des nanoparticules. De plus, les contre-ions
adsorbés a leur surface participent a la diffusion des particules dans la solution. Cette technique
permet donc de mesurer le « diameétre hydrodynamique des particules » incluant la couche

d’hydratation de I'objet diffusant.

Mesure du diameétre hydrodynamique
Le diamétre hydrodynamique d'une particule en solution inclut le diametre physique de la particule

ainsi que plusieurs couches d'hydratation. Deux couches sont distinguées au contact de la particule :
la couche de Stern ou des contre ions s’adsorbent a la surface, et d'une couche diffuse ou les contre-

ions sont plus concentrés qu'en solution. L'ensemble de ce systeme définit le diametre

2010 |Page
Hamon Cyrille



-Annexes-

hydrodynamique (Figure 125). Celui-ci peut fluctuer, notamment en fonction de I|'état charge

surfacique de la particule, du solvant et de la force ionique.

- Nanoparticule

——— Couche de Stern

Diametre

Hydrodynamique

Couche diffuse

Figure 125 : Couches d’hydratation d'une particule et définition du diamétre hydrodynamique

De plus, l'intensité diffusée est dépendante de la taille des particules et varie selon une loi de
puissance en r®. Dans I'exemple (Figure 126), un échantillon contient deux populations de particules
sphériques de 5 et 50 nm de diametre hydrodynamique dans des proportions stcechiométriques
(rouge, Figure 126). Il y a différentes lectures possibles du résultat, en « intensité » (jaune, Figure
126) les particules de 50 nm diffusent un million de fois plus la lumiere que les particules de 5 nm
alors gu’en «volume » (vert, Figure 126) les particules de 5 nm apparaissent 1000 fois plus
intensément que les autres car leur volume est 1000 fois plus petit. La « qualité » du résultat mesuré
sera donc extrémement dépendante de la monodispersité des échantillons. De plus, dans ce travail
les résultats sont généralement donnés en intensité pour éviter les approximations fortes et

arbitraires (telles que la forme de la particule ou l'indice de réfraction) associées au traitement du

logiciel.
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Figure 126 : lllustration du signal mesuré en DLS d'une population composée de deux types de nanoparticules (5 nm et 50
nm).
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Annexe II : Analyse des clichés de microscopie par un logiciel de traitement
d’image, Image J.

Les images de microscopie ont été analysées avec un logiciel de traitement d’images : Image J, en

libre accés (réf web : http://rsb.info.nih.gov/ii/). Il se présente sous la forme d'une barre de menu

flottante qui ouvre des fenétres de données, elles aussi flottantes.

o L [EIX]
.F;le Edit Image Process Analyze Plugins Window Help . B
B clelol <4+ N AlQlM2 (2|78~ »
Scrolling tool

Figure 127 : Barre des menus flottante du logiciel Image J

La plupart des opérations courantes de traitement d'images sont réalisables avec ce logiciel :
visualisation et ajustement de I'histogramme des niveaux de gris, débruitage, correction d'éclairage,
détection de contours, transformation de Fourier directe et inverse, seuillage... En analyse d'images,
Image J permet de dénombrer des particules, d'évaluer leurs rapports d’aspect, de mesurer diverses

grandeurs (distances, surfaces), d'extraire des coordonnées de contour...

Les clichés de microscopie électronique ont notamment été analysés par transformée de Fourier
rapide (FFT) pour confirmer les assemblages dans des phases hexagonales. L’échelle est alors ajustée
(Analyse=> Set Scale) puis la zone d’intérét (n?) est sélectionnée et la fonction (Figure 127,

Process=>FFT=>FFT) est simplement appliquée pour révéler la symétrie 6 des assemblages.

Mesures de taille des batonnets.
Ces analyses d’images ont été effectuées sur les clichés de MET. Afin de mesurer le rapport d’aspect

des batonnets il est nécessaire de régler I’échelle sur I'image de facon a ce que 100 nanomeétres sur
la photographie correspondent a 100 pixels sur I'image (Figure 127, Analyse => Set Scale). La
morphologie (longueur, largeur) des batonnets peut étre déterminée a la main ou par des

traitements mathématiques.

Pour Il'analyse morphologique, une macro a été développée par Dougerty:

http://www.optinav.com/Measure-Roi.htm. La méthodologie pour mesurer automatiquement le

rapport d’aspect des batonnets a été décrite par Hubert et al.?? Il est nécessaire de définir les pixels
correspondant aux batonnets a « 1 » et les autres a « 0 ». Ceci se fait grace a la fonction de seuillage
(Image => Adjust =>Threshold), comme illustré sur la Figure 128. Il est nécessaire d’avoir un bon

contraste sur I'image de départ pour faire une statistique de qualité par cette méthode.
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Figure 128 : A droite : photographie TEM de batonnets d’or. A gauche : image apreés application de la fonction
« threshold ».

La barre d’échelle en bas a gauche de I'image est supprimée (« sélection de la zone » => Edit =>

Clear) pour mesurer uniguement les particules.

. Analyze Particles E
Size (pixeir2): | T
Circularity. 10.00-1.00

Shiow: |Nn1hmg -

¥ Display Resulls [ Exclude on Edges
W Clear Resulls ™ Include Holes

¥ Summarize ¥ Record Starts

I Addto Manager

_OK | cancel |

Figure 129 : Configuration de l'interface apreés avoir sélectionné la macro.

L'algorithme détermine la distance maximum entre deux points (longueur) puis mesure la distance
dans la direction perpendiculaire a celle-ci (largeur). Les caractéristiques morphologiques des
batonnets peuvent ainsi étre déterminées. Cliquer sur « Measure Roi PA », un tableau résumant les
résultats s’affiche qu’il suffit de reporter dans un logiciel (Excel, Origine...) pour obtenir une
statistique morphologique de I’échantillon. Cette méthode est intéressante pour obtenir une

statistique sur un grand nombre de particule avec un gain de temps substantiel.
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Annexe III : Diffusion des rayons X aux petits angles.

Principe

Un cristal est défini dans I'espace par trois vecteurs de translation fondamentaux qui décrivent un
réseau. A tout nceud du réseau, on positionne une base d’atomes. L’association du réseau et de la
base d’atome forme la structure cristalline et les trois vecteurs de translation forment la maille
élémentaire. Un plan passant par trois nceuds du réseau est appelé plan réticulaire qui peut étre
décrit par les indices de Miller h, k et | (nombres entiers). La diffraction de la lumiere obéit a la loi

suivante :

farsceau de ravons X

dlome

-

2d sin(0) = nA

Figure 130 : Principe de diffraction de rayons X sur un réseau cristallographique et loi de Bragg. Source :
www.neel.cnrs.fr/spip.php?article1010

La loi de Bragg ci dessus indique que I'interférence constructive des faisceaux est obtenue a un angle
de diffraction (8) si la différence de marche entre les faisceaux réfléchis est un nombre entier (n) de
la longueur d’onde A du faisceau incident. Cette relation permet donc de déterminer la distance

entre les plans réticulaires (d) du cristal (Figure 130).

Les distances entre plans réticulaires étant de I'ordre de I’Angstrom dans les cristaux, la condition de
Bragg n’est pas respectée avec la lumiére du visible ; c’est pourquoi les rayons X, de longueur d’onde
de I'ordre de I’Angstrom sont utilisés en cristallographie. Dans notre cas, les plans réticulaires des
cristaux étudiés sont de I'ordre de la dizaine de nanométres. Les angles de diffraction sont donc assez
petits (de I'ordre du centieme de degré). Les expériences sont donc dites de « petits angles » ou

encore de Small Angle X-ray Scattering (SAXS) en anglais.
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Le paramétre «g» (en A?) est introduit pour décrire le cristal dans le réseau réciproque, il

correspond a la « fréquence spatiale » du cristal.

2z _ 4zmsin(60)

=7 )

Dans notre cas, les échantillons sont séchés dans des capillaires. Les supercristaux obtenus par
séchage sont structurés dans des de domaines de quelques pum? orientés dans toutes les directions

(comme une poudre de monocristaux). Les figures de diffraction ne sont alors plus des points

individuels mais des anneaux concentriques (Figure 131).

Intégration radiale

Capillaire
{1-2 mm de diamétre)

Source RX J—Fﬂf
a ) 28
Angle de diffraction

Réseau
interrdticulaing

Y

d%

FysuAYL|

QA

Distance caractéristique
Distance caractéristique

Figure 131: Schéma de principe de diffusion des rayons X
L'analyse d’un cliché consiste a étudier le graphe I1=f(q) obtenu par intégration radiale de la figure de
diffraction (I'intensité des points issus des rayons diffractés formant un méme angle avec le faisceau

incident sont sommées) (Figure 131). Le graphe I=f(q) présente donc plusieurs pics reliés les uns aux

autres par des coefficients de proportionnalité. Ces coefficients dépendent des indices de Miller

(h,k,1) et permettent de déterminer la maille du super-cristal.
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Cas des phases lamellaires et hexagonales
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Figure 132 : lllustration des positions relatives des pics de Bragg observés dans le cas a) d’'une phase lamellaire et b)
d’une phase hexagonale.

Dans ce travail de thése, principalement des phases lamellaires et hexagonales ont été analysées en
SAXS. Les phases lamellaires sont composées d’une succession de plans paralléles équidistants. Le
cliché de diffraction X obtenu consiste donc en une succession d’anneaux concentriques équidistants

(Figure 132a). Par ailleurs, le spectre d’'une phase hexagonale correspond a la racine de la somme des
carrés des indices de Miller : (VW + V2+hk) de 1, /3, 2, V/7, 3... Le cliché de diffraction X obtenu
consiste en une succession d’anneau concentriques dont les rayons sont dans les rapports (\/§, 2,

\/7, 3) avec celui du premier anneau (Figure 132b).

Caractéristiques du montage a 'ENSCR
Les clichés de SAXS ont été réalisés par C. Mériadec, Thomas Bizien, Marie Postic et F. Artzner

(Institut de Sciences Physiques, UMR6251, Rennes) sur la plateforme de I'ENSCR (Rennes). Les rayons
X sont produits par une anode tournante en cuivre FR591 (Bruker, Courtaboeuf, France) fonctionnant
a 50 kV et 50 mA. La radiation monochromatique Cux, (Acuka = 1,541A) est sélectionnée et focalisée
par un miroir elliptique a double réflexion Montel (Incoatec, Geesthacht, Allemagne). Le faisceau est
défini sous vide par des fentes motorisées. Un montage a "deux fentes" permet d'obtenir un
montage a haut flux avec un faisceau faiblement divergeant. La taille du faisceau est de I'ordre de
500 x 500 um. Un porte-échantillon permet de positionner 20 échantillons. A I'extrémité du tube a
vide, un détecteur Mar345 Image-Plate detector (Mar Research, Norderstedt, Allemagne) permet de
réaliser les images 2D. L'analyse des clichés 2D de diffraction nécessite ensuite une intégration
radiale pour une précision accrue de la position des pics en vue de leur indexation (Logiciel FIT2D).

L'indexation des pics a été réalisée sous Igor Pro avec I'aide de F. Artzner et de T. Bizien.
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Annexe IV : préparation et utilisation des surfaces microtexturées

Les surfaces microtexturées en PolyDiMéthylSiloxane (PDMS) sont préparées en imprimant
I’élastomére non réticulé sur un masque, le chauffage permet de fixer les motifs du masque sur le
film polymere. Le PDMS est largement utilisé en microfluidiqgue comme élément constitutif des

micro-canaux.?*

Son adhésion a des surfaces est réversible via la formation de liaisons de type de
Van Der Waals et peut-étre irréversible via la formation de liaisons covalentes grace a un plasma. Les
masques sont préparés par photo-lithographie en salle blanche par M. Postic et L. Courbin (a
I'Institut de Physique de Rennes) et consiste a insoler une résine (SU-8-2025, Microchem), déposée a
I'aide d’une tournette (spin coating), sur un substrat de silicium puis de la développer dans un bain

révélateur.”®® Les masques obtenus sont réutilisables et les solvants comme I'acétone sont a éviter

pour ne pas endommager la résine durant le lavage.

Le PDMS est un liquide visqueux (10* fois plus que I'eau a T° ambiante). Un mélange de PDMS et
d’agent durcissants (rapport 1/9 en masse /PDMS) est constitué et dégazé dans une cloche a vide
pour éliminer les bulles d’air. Le mélange est alors déposé sur le masque pour former un film liquide
de 0,5 cm d’épaisseur. L'ensemble est placé dans une étuve a 65°C durant 1h pour accélérer la
polymérisation du mélange. Un élastomere transparent est alors obtenu et prét a I'emploi. La
géométrie de la surface microtexturée : nature du réseau (carré, cercle, rectangle) et les parametres
de réseaux (distance entre les plots, hauteur) sont modulables en modifiant le masque initial. Dans
ce travail de theése, des surfaces microtexturées composées d’un réseau carré de plot cylindriques de
hauteur 35 um et d’espacement entre les plots de 75 um ont été utilisées. Afin de démontrer la
versatilité de la technique des surfaces ayant un espacement entre les plots cylindriques de 250 um

ont aussi été préparées.

GNMR suspension

Microtextured

- surface
air

Smooth
substrate

Figure 133 : Application du moule décoré sur une dispersion aqueuse de batonnets d’or. A I'issu du séchage, le moule est
retiré, et une surface microtexturée composée de batonnets d’or est obtenue.
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L’expérience consiste a appliquer la surface microtexturée sur une goutte d’échantillon (Figure 133)
contenant un surfactant (le Tween 20, >CMC, Sigma) déposée sur un substrat (Au, Si, ITO, verre...).
Pour les mesures in situ en rayons X, la goutte est déposée sur un film de Kapton (transparent aux
RX). Ainsi, un volume de 1 pL d’échantillon est déposé sur le substrat a I'aide d’'une micropipette.
L'application du moule (le réseau de plot tourné vers la goutte) étale la goutte jusqu’a la limite des
bords du substrat. La surface finale est de forme carrée d’environ 1 cm?. Le séchage est lent (>12h),

et le moule peut étre enlevé apres séchage, laissant une empreinte qui forme la surface.

209 |Page
Hamon Cyrille



-Annexes-

210 |Page



Hamon Cyrille

-Glossaire-

Abréviations et acronymes

Aa: Aquifex aAeolicus

AA: Acide Ascorbique

ADN: Acide DésoxyriboNucléique

APS : Ammonium PerSulfate

BC: Bande de Conduction

BM: Bleu de Méthyléne

BV: Bande de Valence

CVD: Chemical Vapor Deposition

CMC: Concentration Micellaire Critique

CTAB: Bromure de Cetyl Trimethyl Ammmonium (CTAB)
DDM: n-DoDecyl-beta-D-Maltoside

DLS: Dynamic Light Scattering (diffusion dynamique de la lumiere)
DLVO: Derjarguin, Landau, Verwey, Overbeek

EDC: 1-(3-Diméthylaminopropyl)-3-EthylCarbodiimide

Er: niveau de Fermi

FTO: Fluorine doped Tin Oxide (oxyde d'étain dopé au fluor)
Hase: Hydrogénase

HOMO: Highest Occupied Molecular Orbital

HPA: Acide HexylPhosphonique

IR: Infra-Rouge

ITO: Indium doped Tin Oxide (oxyde d'indium dopé a I'étain)
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LSPR: Longitudinal Surface Plasmon Resonance

LUMO: Lowest Unoccupied Molecular Orbital

MEB: Microscope Electronique a Balayage

MET: Microscopie Electronique en Transmission (=TEM)

MUDIC: ((1-MercaptoUnDec-11-yl) hexaéthylene glycol) aclde Carboxylique
MUDOL: (1-MercaptoUnDec-11-yl) hexaéthylene glycOL

NHS: N-HydroxySuccinimide

ODPA: Acide OctaDecylPhosphonique

PDMS: PolyDiMéthylSiloxane

PEG: PolyEthyléene Glycol

QD: Quantum Dots (boite quantique)

QR: Quantum Rods (bdtonnet quantique)

RMN: Résonnance Magnétique Nucléaire

RX: Rayons X

SAXS: Small Angle X-ray Scattering (diffusion des rayons X aux petits angles)
SDS: DodécylSulfate de Sodium

SERS: Surface Enhanced Raman Scattering

STEM-HAADF: Scanning Transmission Electronic Microscopy-High Angle Annular Dark
Field

TEA: TriEthanolAmine

TEM: Transmission Electron Microscopy (=MET)
TEMED: N,N,N’,N'-TEtraMéthylEthyleneDiamine
TOF: TurnOver Frequency

TOP: TriOctylPhosphine
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TOPO: Oxyde de TriOctylPhosphine

TSPR: Transversal Surface Plasmon Resonance

T20: Tween 20 (Polysorbate 20)

UV: Ultra-Violet
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obd nanorads (GNRs) are promising
G components for nanosystems dedi-

cated to applications in fields such
as sensing, imaging, and diagnostics.! ®
Indeed, they are particulardy attractive be-
cause of their unigque optical properties and
their ability to self-organize, both features
orfginating from their shape anisotropy >~ '*
Ordered assemblies of such metal nanopar-
ticles are for instance used for amplification
of optical signals in fluorescence, ' Raman, '+
and absorption spectroscopies.’”'® Plas-
mon coupling leads to collective surface
plasmon resonances that can be adjusted
over a wide spectral domain by tuning the
objects’ shape and size as well as their
interdistance."**" Different methods have
been exploited to prepare three-dimensional
{30} structures made of GMRs,™' by either
assaciation in solution,***** drying at an
interface,'***% or templating.*™® Mever-
theless, most of these processes yield col-
loidal crystals having a size limited to a few
micrometers, a poorly defined shape, and
an inhomogeneous thickmness. Furthermore,
methods relying on drying generally lack
control with nespect to spacing between the
deposited particles,

The present paper describes a novel dry-
ing method where GNR crystallization is
managed in order 1o obtain a macroscoplc
material having both a predetermined crys-
talline structure and a predetermined shape.
As self-assembling i governed by the balance
between van der Waak ™ depleton,' ™ and
electrostatic interactions,™ finely tuning the
partiche chemical coating is of foremost impor-
tance to find a compromise between attractive
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ABSTRACT

We describe a method of controlled evaporation on a textured subsirate for self-assembling
and shaping gold-nanored-based matesials, Tridimensional wall features are foamed over
areas a5 large as several square millimeters. Furthermore, analyses by small-angle X-ray
seattering and scanning electnon microscopy techniques demonstrate that collsids are locally
ordered a5 a smextic B phase. Such oystallization &5 in fact possible because we could finely
adjpust the nanopartiche change, knowledge that additionally enables tuning the lattice
parameters. in the future, the type of ordered seif-assemblies of gold nanarads we have
prepaned could be used for amplifying optical signals.

KEYWORDS: gold nanorods - seif-assembly - 30 crystal - shaping - PEGylated
alkanethiolate - superstructure - controlled drying - PDMS stamp - SAXS - 5EM

and repulsive forces. To that effect, we here

exchange the detergent present at the gold

surface after synthesis for a combination of  ® Address correspondence to

neutral and negative alkanethiolates. Using  *enie-marchi-arner guniv-rennes! .
such a mixture should allow us 1o adiust e po e for review February 9 2012
colloid interdistance in the final matenal. In and accepted Apeil 12, 2012,

parallel, we develop a technique to guide

the drying of the GMR suspension over areas T:m“m?ﬂ b

as large as several sguare millimeters. A

topographically pattemed polydimethylsko@ne ©m002 srernican Chemical Society
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Figure 1. {a) Chemical structures of the MUDOL and MUDIC ligands. (b) Gel electrophoresis of GMRs grafted with different
MUDIC/MUDOL mixtures. CTAE denotes the "as-synthetized” sample, Le., before any ligand exchange. (e, d} FTIR spectra of
Iyephilized GMNRs grafted with either CTAB or MUDOL. Before analysis, the ligand excess was removed by dialy sis. Spectra of
the pure capping agents ane displayed as references, the curves being shifted for the sake of clarity.

(PDMS) mold sealed on a smooth substrate is used
baoth to regulate water evaporation and to control the
deposition of the GNRs in given locations thanks to
contact ine pinning. Our results demonstrate possibi-
liies for engineering 30 walls made of nancmeter rod-
like particles arranged on 30 arrays. The fabricated self-
assembled superstructures are imaged using scanning
electron microscopy (SEM), which reveals the presence
of crystallized domains obeying a smectic B onder.
Besides, complementary experiments that include
bulk drying in capillary tubes and small-angle X-ray
scattering (SAKS) analysis permit us to supplement the
previously acquited structural data. In addition, we
succeed in varying the lattice parameter of the colloi-
dal crystal by changing the amount of negatively
charged alkanethiolates contained in the nanoparticle
capping layes.

RESULTS AND DISCUSSION

GMRs are synthesized and subsequently chemically
functionalized in order to modulate their interaction
patential and therefore to facilitate their self-organiza-
tlon into a structured material. More precisely, colloids
are first prepared according to an already published
seedless methed.* ** Their length and diameter are
estimated to be respectively 220 = 51 and 70 =
2.5 nm, as determined by transmission electron micro-
scopy (TEM: see Figures 51 and 54a) and further
confirmed by measurements wsing wide-angle X-ray
scattering  (WAXS;: see Figure 52). When produced
following the above classical synthesis protocol, parti-
cles become stabilized against aggregation because
cetyl timethyl ammonium bromide (CTAB) is present
in sofution, Indeed, this detergent has been dissolved
at 0.2 M in the reactive mixture to generate the
anisotropic growth of the gold crystals ) The

HAMON ET AL,

nancrod surface s in fact coated by a bilayer of
interdigitated CTAB maolecules, which results in a
stromg potitive charge. Hence, one further needs to
cancel the associated repulsive force to achieve a dose
packing of the calloids during drying.™ In this contex,
two main strategies have been developed. On one
hand, it is possible to lower the electrostatic interaction
by adding salts, which helps screening charges®****
on the other hand, some attractive potential can be
induced thanks to specific” —** or nonspecific linkers,™
the latter cnes being either negative or neutral, "™ |t
should be noted that ordered structures of CTAB GMNRs
have akso been evidenced by TEM in the absence of any
additive, Yet, In this case self-assembling required a
detergent concentration around 20 mM, e, much high-
er than the critical micelle concentration (CMC) (1 mM).™
Consequently, the presence of CTAB 5 synonymmous
with restricted modularity and imprecise control over
the interactions between nanorods. This molecule also
exhibits additional drawbacks, such as tendencies to
denaturate sensitive biological preducts and to electro-
statically adsorb on a broad variety of substrates.
Accordingly, we have selected PEGylated alkanethiolate
liggands to replace CTAB as stabilizing agents attached to
the surface of the metal particles.™ The commercially
available [ 1-mercaptoundec-11-yilhexalethylene glycol),
denoted MUDOLY is here used pure or mised with a{1-
mercaptoundac-11-yihexalethylene glycoylicarbocylic
acid, dencted MUDIC, and synthesized as described in
the literature,*® Whersas the former molecule Is neutral,
the latter bears a negative charge at pH close to ney-
rality (see Figure 1a). The MUDOL ligand appeared
attractive for GNR seff-assembling, as the PEG spacer
wolld intteduce enough fepuliive stenc forces 1o bal-
ance the attractive dipole —dipole ones during crystal-
lization. Eventually, the addition of an increasing ratio of
negatively charged MUDIC will permit modulating the
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Figure 2. (a) Schematic view of the drying method used to fabricate macroscale GNR self-assemblies. The particle suspension
is first confined between a smooth substrate and a PDMS stamp. After water evaporation and removal of the elastomeric

meald, an array of solid structures is obtained. (b} Scheme of a typical dewetting

process at the scale of four posts; capillary

bridges are formed and further dehydrate to yield the colloidal material. (c) Bright field optical micragraph and (d) SEM image

of walls made of nanorods.

repulsive interaction in order to adjust the final inter-
particke spacing.

As already noticed, crude GNRs are obtained as a
suspension in 0.2 M CTAB, Hence, the latter concentra-
tion has to be reduced before proceeding toany ligand
exchange. Purification by several centrifugation/redis-
persion cycles was undertaken, and the detergent tiver
was adjusted at ~-0.5 mM, ie, below its CMC value, The
substitution of the capping agent could then be
achieved and investigated by UV—vis absorbance, IR
spectroscopy, electrophoresis, and zetametry. During
the exchange of CTAB for MUDOL, the ntensity max-
Imum of the lengitudinal plasmon band is red-shifted
from 763 to 788 nm {see Figure 53), a phenomenon
that can be attibuted to some modifications in the
nanorods’ environment. Furthermare, clear alterations
are also visible in Fowrier transform infrared (FTIR) data
(see Figure 1c and d). After substitution, two of the
characteristic peaks observed for CTAB GMNRs, corre-
sponding 1o the CHy stretching vibrations in the t-
methyl ammaonium, antisym at 2056 em ™' and sym at
2869 ¢m ™', have disappeared. In contrast, the spec-
trum of the MUDCL particles exhibits bands similar to
those of the free MUDOL, particubarly in the CH stretch-
ing region, between 945 and 720cm ™", as well a5 in the
O—CH, stretching region, at 1100 cm . Moreover, the
positions of the CHy stretching bands, antisym at
2924 em™! and mm at 2854 em', are shified to
2915 and 2848 cm ™, respectively. This change is in
agreement with the crystallization of the MUDOL atkyl
chains around GMRs. indeed, the energy of the CH;
stretching transitions has been reported to be a sensi-
tive indicator of the order in alkyl chains since it
depends on the incidence of the gauche conforma-
tion effects.” FTIR data thus suggest that CTAB is

HAMON ET AL,
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exchanged for MUDOL and that the latter molecules
are densely packed at the gold surface. Next, to control
the electrostatic repulsion between colloids, the posi-
tive CTAE was exchanged for various mixtures of
neutral MUDOL and negative MUDIC. As a conse-
quence, agarose gel electrophoresis appears to be a
pertinent technique to reveal differences in nanorod
surface charge (see Figure Thl. When using only
MUDOL, particles mowve toward the negatively charged
electrode, which can be awrbuted to the residual
presence of CTAB molecules at the interface. Notice-
ably, the fact that migration was clearly demanstrated
confirms ligand substitution because CTAB GMRs are
well-known to aggregate in loading pits due to their
low collobdal stability.*®*8 Furthermore, by increasing
thie ratio af negatively charged MUDIC in the capping
layer, we noticed that the particle charge progressiviely
vanished and then reversed. Some of these effects
were gualitatively confirmed by measurements of the
GNR surface zeta potential, which varies from +55 mV
in the case of “as-synthesized® CTAB nanorods to
+8 mV for colloids functionalized with pure MUDOL
and purified from excess reagent.

In order to incorporate 30 GNR crystals into devices,
ane first has 1o self-assemble them on a substrate
that enables easy handling and further processing.
Additionally, it would also be beneficial to spatially
direct material growth in any desired macroscopic
shape®*' As a proof of concept, we here rely on
microtextured swurfaces made of polydimethylsiloxane,
similar 10 the ones that are used to achieve specific
hydrodynamic or wetting effects (eg., the polygonal
spreading of a drop).* More specifically, cylindrical
microposts of height 35 xm and diameter 100 jum were
arranged on a square array whose lattice parameter is

VOL.6 » NO.5 = 4137-4146 = 2012 W

J1OILY

4139

WA BCENAND.ONG

217 |Page



-Publications-

175 arm (s Figure 2a). A 1 ul dropletof ~107° M pure
MUDOL GMR suspension is confined between a
smiooth surface (silicon wafer, ITO, or gold-coated glass
slide) and the elastomeric stamp before being allowed
o dry at room temperature for 10 b (see Figure 2a), In
addition to the already present 0.5 mi CTAB, the
colloidal solution also contains 0.1 mM Tween 20 so
as to improve the degree to which the substrate is wet
by the liquid. After complete water evaporation, the
POMS template is removed to yvield brown traces over
the whole area previously covered by the liquid.

The features present on the sample are character-
ined at different scales using bright field optical micros-
copy and SEM. Images show regular patterns, as high
as the stamp is deep. They consist of linear walls
connected to rings; the former are reminiscent of
pinned capillary bridges, while the latter comespond
to the column footprints {see Figure 2b—d). When a
drop of the same colloidal suspension is dried without
confinement, e, without applying any FOMS mold, we
observe stains made of disordered namcrods, imited in
both height and size to a few micrometers and tens of
micrometers, respectively (see Figure 55); these results
concur with previcusly published investigations, *** In
another complementary experiment, the interdistance
between pillars 5 changed so that the shape of the
contact lines and the final morphology of the depos-
ited solid can be altered. Increasing the squane lattice
parameters from 175 to 350 um yields tetrapod fea-
tuses in between groups of four adjacent posts instead
of simple walls joining two closest neighbors (compare
Figure 2c and Figure 513a —c). Pattemns are also broader
and higher due to the shorter contowr length asso-
ciated with the new geometry, Nevertheless, the nano-
scale architecture seems preserved (compare Figure 3a
below and Figure 513d), Finally, it is worth noticing that
In all cases the presence of Tween 20 is critical 1o
stabilize the liguid bridges between pillars, Indeed ina
control experment where this neutral detergent was
omitted, almost no wall was formed (see Figure 58),
This research, being mainly dedicated to the contred of
colloidal assembly through surface charge tuning, the
physical mechanisms controlling the drying process,
and the subsequent formation of the superstructures,
will be published elsewhere.

High-magnification SEM views show that GNRs are
densely packed within walls (see Figure 3). Indeed,
during the liquid-film thinning colleids are concen-
trated toward the triple contact ling, at the junction
between the air, the solution, and the substrate, Seen
along their main axis, nanorods appear to follow a
hexagonal order, with monodemains larger than 1 am®
{see Figure 3a and b). To subsequently investigate the
intemal structure of the produced solid, we have
adopted three different approaches: either defects on
the surface were observed (see Figure 3¢ and d), or
the substrate was cleaved perpendiculardy to a wall

HAMON ET AL,
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Figure 3. 5EM Images of the structures obtained from
drying between a silicon substrate and a PDMS mold a
suspension of pure MUDOL GNRs. (a, b) Hexagonal packing
at the wall surface. Fourier analysis was performed on a
~50 3 50 nm?® area. (¢, d) Investigation of a concave defect.
The cavity displays several micrometer sized smectic B
domains. (e, f] Lamellar organization at the substrate vici-
nity revealed due to substrate deaving. The intensity profile
is plotted along a single nanorod layer. (g, h) Unambiguous
smectic B ordering Imaged after resection of a part of the
solid with micromanipulatars.

(see Figure 3e and fl, or a part of the latter super-
structure was removed with a micrometer-size tool
{see Figure 3g and h as well as Figure 57). In all three
cases, lamellae made of GNRs aranged side-by-side
are evidenced. However, only Images of fractures
perfarmed with the micromanipulator allow one to
obtain both top and side views, which unambiguously
reveal the smectic 8 (SmB) nature of the created
colloidal crystal (see Figure 3g and h), Interestingly, in
the vicinity of bath the substrate and the former air
solution interface, particles are especially well-
organized; they all stand perpendicular to the surface
{see Figure 3e). A quantitative analysis of these images
is mext provided. By displaying six peaks perfectly

VOL 6 » NO.5 = 4137-4146 = 2012 ACSNARNIT)

10114V

4140

WAL ACENANG.0EG

218 | Page



-Publications-

ark?

L1 ] I.:I‘ ir- v

Figure 4. SAXS spectra of a MUDOL GNR suspension dried in a capillary. (a) Data scquired on the SWING beamline at SOLEIL
~12 h after the onset of evaporation. Measurements were performed at different positions along the longitedinal axis of the
wbe, hence evidencing three different organizations: a columnar hexagonal phase at the bottom, a smectic A one at the
apening, and a smectic B phase in-between (for clarity, scattered intensity plots have been shifted in ondinate, according to
thi place where they were collected in the sample), Peaks related to a lamellar order are denoted (D01 and T, Peaks related to
the hexagonal parameters a,,, and g, are denoted (hkQ). The corresponding rod organi zations ane also sketched. (b, d) Data
for the same sample, obtained on our in-house setup ~5 months latter. (b} Spectrum of the smectic B phase.
(e} Correspanding X-ray diffuse scattering along the &-fold axis of the smectic B erganization. (d) High-resolstion SAXS
enlightening the coexistence of lamellar and hexagonal orders. (e} Microfocus SAXS spectrum collected in situ on a wall
produced by drying between a substrate and a PDMS mold. The beam size and its position are indicated by the red circle

drawn in the inset.

arranged on a hexagon, Fourler transform (FT) of views
captured along the GNR main axis confirms the hex-
agonal intralamella order (see the inset in Figure 3bj:a
hexagonal lattice parameter, geqg = 2.5 = 02 nm, can
even be extracted. This value is incidentally verified by
plotting intensity profiles along lamella cross sections
and measuring the curves’ periodicity: it yields agny =
10 nm (see the insetin Figure 3f). Finally, from the latter
Images, a rough estimate of the lamellar order attice
parameter is easy to determine: we find de .y = 24 nm.

We next study nanorods self-assembling using SAXS
to further unravel the structural properties of the
obtained crystal. These bulk experiments are per-
formed by letting suspensions of functicnalized GNRs
dry at room temperature in ~1.5 mm diameter glass
capillaries, the initial particle concentration being
~107% M. Qur first high-resolution synchratron SAXS
measurements were achieved on the sample typically
12 b after the drying onset, Powder diffraction pattems
are obtained, indicating crystalline domains smaller
than the 400 = 50um® beam size, Furthermaore, the 500
data sets collected along the be axis display a con-
tinuous evolution of the scattered intensity plots (see
Figure 4a). Mare precisely, at the capillary opening a
lamellar structure is characterized by two Bragg peaks
at 0.018 and 0035 A", No lateral order between GNRs

HAMON ET AL
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can be evidenced, and thus this signature is attributed
1o a smectic A arrangement (SmA) with a repetition
distance diyms = 35 = 2 nm. Conversely, at the closed
end of the tube we find 2 hexagonal lateral packing
(Hex), as indicated by four Bragg peaks at 0.0515,
00894, 01029, and 01375 A", with a respective
distance ratio of 1:w/3:2:/7, These values correspond
to a mean interdistance between nanorods gy, =
140 = 0.3 nm. In addition, the hexagonal phase
spectrum presents an additional diffuse scattering at
0.0405 A", Although the latter steadily shifts to the
second-order Bragg diffraction of the lamellar phase, it
cannot be indexed here as such because of the ab-
sence of any first-order signature. Nevertheless, since
the discussed peak is associated with a 17 = 0.5 nm
spacing, ie, ~de,../2, we propose to assign It to a
half-length translation between adjacent GMNAs (see
the schemes in Figure 4a). Finally, at the intermediate
part of the tube, a higher order phase exhibits scatter-
ings typical of both hexagonal and lamellar arder, in
agreement with a smectic B arrangement.

It is important to remark that the present SAXS
investigations, conducted after only a few houwrs dry-
ing, are not perfectly consistent with SEM observations,
Comsequently, we hypothesized that the sample
was still out-of-equilibrium, and accordingly we have
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reanalyzed it on our custom-made setup after com-
plete water evaporation. The capillary content B now
more homogeneous, and it exhibits signatures typical
of both hexagenal and lamellar order (see Figures 4b
and 58). Oriented domains larger than the beam size,
i, =300 * 300 um?, can even be evidenced (see
Figure 4b), The &-fold symmetry is confirmed by the
ohservation of six peaks associated with the first-order
scattering by a lateral hexagonal packing along the
direction normal to the tube wall (see Figure 4¢). Yet. in
this orientation the Bragg peaks corresponding to the
arrangement perpendicular to the nanorods’ main
ais cannat be emphasized because the monodomain
is wery well aligned. Incidentally, this observation
agrees with the SEM images collected when drying
proceeds between a silicon wafer and a PDMS stamp
(see Figure 3e and f): nanorods tend to stand upright
on interfaces. High-resolution acquisitions on multi-
domain areas were then achieved, and they demon-
strate the coexistence of two first (00 lamellar peaks
and of the (100} hexagonal one (see Figure 4d); we can
therefore conclude that GMRs are here also organized
according to a smectic B order, For the lattice param-
eters, ome computes from the experimental data
s = 11.3 £ 01 nm and dog = 24 £ 1 nm, both
matching quite well the values extracted from FT
analysis of SEM images. Furthermore, when comparing
the mew results with the SAXS measurements con-
ducted on the freshly dried suspension (L2, Sy, and
doma, respectively], we note a clear decrease of the
interdistances. We attribute this observation to the
slow dehydratation of the palyethylens glycol ligands
presant at the nanorod surface. To summarize, MUDOL
GNR self-assembling induced by slow water evapora-
tion in a glass capillary first yields a smectic AYhexago-
nal polymorphism, which progressively transforms to
smectic B local order upon complete drying.

In the absence of any kinetic investigation on the
faster drying process invalving a thinner film of colloi-
dal suspergion confined batween a smooth and a
topographically patterned surface, the preceding sce-
nario is established only for bulk crystallization. How-
ever, we are confident that in both cases the system
reaches a similar organization at thermodynamic equi-
librium, Indeed, SEM data acquired on GNR walls and
S5A5 ones collected In a caplllary provide results in
good agreament. This fact is further confirmed by the
Ggpg = 1003 = 0.2 nm value measured by microfocused
SAXS on features dried between a nelophan mem-
brane and a PDMS mold (see Figure 4e), Unfortunately,
we could not rely on microfocused WAXS to reinforce
the SEM observations of nanorod alignment perpen-
dicular to the substrate' because the cublic crystalline
systern of the GNR colloids does not exhibit split Bragg
peaks (see Figure 52). Nonetheless, we estimate that
our set of measurements is comprehensive enough to
alkow a unified description of the most stable structure,

HAMOM ET AL,

ie, the one obtained after complete dehydratation.
The structure of the calloddal crystal should be unigue
whatever the considered formation mechanism, thus
enabling a cross use of SEM and SAXS experiments.
Finally, as Tween 20 is introduced only in GNR suspen-
sions employed for wall formation, to definitely vali-
date our methodological approach, we check this
surfactant innocuousness with respect to self-assem-
bly. As proved by SEM pictures and SAXS spectra
collected on samples with and without the neutral
detergent, no adverse effects could be evidenced
{respectively compare Figures 3e and 511¢ as well as
the two curves of Figure 59).

Toinvestigate the role of electrostatic interactions in
nanorod organization, various particle coatings, at
different MUDOLMUDIC ratios, are examined with
respect to the final material morphology. We first used
the FDMS stamp drying method. Similarky to the case
of pure MUDOL, well-ordered assembliss of smectic B
domains are observed by SEM for a 80020 MUDOLS
MUDIC composition (see Figure 5a and b, In contrast,
disordered aggregates are obtained when the colloids
are funciionalized with an equimaolar mixture of both
ligands (see Figure 5c and d). We next tried to more
precisely characterize samples by FT analysis of SEM
views. Although many areas of the wall surface exhibit
nearly hexagonal packing when MUDIC is present at
2% (see the arrangement of the six peaks in Figure Sb
inset), it is very difficult to discern any lattice when the
proportions of neutral and negative ligands are equal.
Consequently, image autocomelation appeared a more
promising method to evaluate the spacing between
nanarods. From the radial profiles sswed from circular
integration of the processed data, we estimate the
collpid interdistance to vary from depngl 100/0) = 8.9 nm
10 OenplB0/20) == 102 nm when MUDIC is added to
MUDOL as to represent ane-fifth of the mixture {see
Figure 5e and Figure 512). As far as an ordered area
could be discovered in the S0/50 MUDOLAMUDIC
sample (see Figure 512c), we also could compute
Omal 50/50) == 12.1 nm. In parallel with the preceding
experiments, SAXS measurements are done on GNR
suspensions that have been dried in capillaries. Qur
custom-made setup yields data that wnambiguoushy
reinforced SEM observations. In the pure MUDOL case,
four peaks are observed, which correspond to a re-
spective distance ratio of 1:/3:27, which can be
indexed in a hexagonal lattice (see Figure 5f). There-
after, the packing quality decreases when the ratio of
negatively charged MUDIC increases, as demonstrated
by the broadening of the secondary peaks, At the same
time, the first-order peak is shifted to smaller g, in-
dicating that the intercollold spacing becomes larger; it
gains more than 1 nm when the MUDIC content
reaches 50%, Fimally, assemblies of nanorods capped
with various MUDOL/MUDIC mixtures were also ana-
Iyzed by TEM, Despite the fact that sample preparation
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Figure 5, Characterization of self-assemblies resulting from drying suspensions of GNRs capped with different mixtures of
neutral and negative alkanethiolates. (a, b) SEM images of the walls produce d when evaporation takes place between a silicon
substrate and a PDMS stamp and whaen the MUDOLMUDIC ratio is equal to 80020, The inset shows the FT of the area enclosed
in the white square. (¢, d) SEM images of similar features corres ponding to a 50050 MUDOL/MUDIC ratio. (] Autocorrelation
analysis performed on the SEM views of the structure surface (see Figure 510 Data for three MUDIC percentages are
presented: black 0%, red 20%, and blue 50%. (f] SAXS analysis of the solids obtained upon dehydration of colloidal selutions

contained in glass capillaries,

here implies a third kind of drying protocol, images
evidence already-seen trends: GMRs organize into well-
defined side-to-side aggregates, which include several
tens of particles for pure MUDOL, 10 of them for 80/20
MUDOL/MUDIC, and only pairs for 50/50 MUDOLY
MUDIC (see Figure 54), Therefore, all the expenments
prove that mastering nano-objects’ surface potential is
of faremost impartance to obtain organized supracrys-
ials, Additionally, over a given distance range electro-
static repulsion can serve Lo impose a precisely
tuned lattice parameter. However, the strength of this
repulsive potential has to be maintained weak enough
in order not to inhibit self-assembling. As evidenced

HAMOM ET AL,
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by the centrol observations performed on the “as-
synthesized” colloids, which are capped by the sole
CTAE, being too strongly charged only results in dis-
ordered aggregates (see Figure 511a and b for SEM,
Figure 510 for SAXS, and Figure S4a for TEM).

CONCLUSION

We introduced a method opening access to the
fermation of 3D gold nanorod superstructures having
a local smectic B order. We also discussed the impor-
tance of surface functionalization, which enables tun-
ing repulsive and attractive forces acting on the GNRs
s as to help their self-organization; more precisely,
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particles are coated with the neutral MUDOL ligand,
optionally supplemented with the negative MUDIC
one (up to a few tens of percents). Colloid anisotropy
results in a smectic B condensed phase with a lamellar
parameter around 25 nm and a hexagonal one around
10 nm, depending on the amount of negatively
charged capping agent. We obtain well-defined wall
features when the nanorod solution is dried between a
smooth surface and a topegraphically patterned PDMS
stamp in the presence of the Tween 20 surfactant. This
textured surface allows us to fix a slow and regulated
evaporation rate and ta define at the millimster scale
the shape of the final nanomaterial. Indeed, our experi-
rments show that the motion of the contact line during
drying is strongly affected by the micrometer-size
features of the mold. Pinning of the meniscus yields
the formation of capillary bridges, which evolve over
time to become an engineered superstructure made of
3D walls of smectic B GNRs. Spatially controlled deposi-
tion of gald nanoparticles has previously been con-
ducted using either passive processes, based on
electrostatic and capillary forces, or active transfer
invohving POMS stamps inked with thiolates. However,
both strategies lead only to 20-restricted assemblies.**

METHODS SECTION

Symthetisof Gold Manoredi. Syrithesks was achieved relying ona
previously described one-pot procedwe. ™ Partiches with an
absorption masirmum at 750 nm were obained 20 min after the
reducing agent addition. Next; starting with 10 mL of crude
reactive mixure, the excess CTAR wai rermoved by two washing
cycles, which induded centrifugation at 14000g for 10 min and
peliet dissalution in 10 mL of CTAE prepared ot 0.5 mb in MilE-Q
wiater of resistivity 182 ME. The nanorod concentration was
finally derved fram the optical density measured 51 750 nm and
the extinction coeffickent provided in the fiteratune.™ The titer
of this stock solution of “as-synthesized” GNRs was found to
b~ = 1070 M

GNR Grafting. This was accomplished by simply adding 10 uL
of 8 10 mM aqueous sohation of ligand ta | mL of the previows
colloidal suspension. The mixture was vortexed belefly and then
stimed ot room temperature for 24 h, The sochange was
subsequently controlled by electrophoresis, a 0.5% agarose
gel was used, and migration was performed for 45 min In
20 mM borate buffier, pi 8.5, under a 3.3 V-em ™" electric fiekd.
After functionalization, all GNR suspensions were ermployed for
self-assembling experiment s without any further purification. In
order to refmove the excess ligand, only FTIR samples wene
prepared by three dialyses of a 10°* M GNE suspension (1 mL)
against an squeous solution (1 L) containing TMD 8 mixed bed
resin (10 g: Sigma).

Trssmission Becron Migoscopy. TEM was conducted on the
JEOQL 1400 apparatus of the microscopy platfonm at Renmes 1
University. Samples were prepared by depositing drops of
colloidal suspension at 107" M anto grds (Farmvar/carban on
300 mesh copper, Agar Scentific) and ketting them dry at room
temperature for 12 h The mean length and diameter of the
GMRs were determined from the coresponding size histo-
gram, established with the open access Imagel softwane,

Small-hagle X-ray Sattering SAXS mMeasurements wene per-
formied on elther a custom-made setup™® or the high brillance
SWING beamline (12 keW) located at the Soleil synchiotrion

HAMOMN ET AL,

Microwires were also generated by evaporation of a
suspension of 20 nm diameter gold colloids in the
interstices of a 2D crystal budlt of polystyrene latexes,™
Although the latter method provides an altermative
way for shaping self-assemblies of nanoparticles, it
appears to be limited in terms of geometries. In
comparisan, our approach offers a low-cost way o
truly arder GNRs precisely and reproducibly within 30
macroscopic configurations (in the present case per-
iodic arrays extending over several sgquare
millimeters). Our findings could then facilitate the
elaboratien of functional materials, For example,
interesting developments could emerge in SERS or
plasmonic  detection where crystalline  ordering
would favor a much higher sensitivity than the one
expected from sensors fabricated by dlassical drying
techniques on a smooth substrate.™'® Additionally,
the manufacturing protocol presented here could be
extended to any kind of water-soluble anisotropic
collowds provided the eptimization of an appropriate
chemical coating. For instance, application to semi-
conductor nanocrystals would be a plus, as they are
attractive candidates for both photocatalytic and
photovoltaic devices ™

facility™ Except in Figure 5¢, all samples exhibited powder
diffraction patvéms: thus, circular mtegration allowed one 1o
plot the scattering ntensity as a function of the adal wave
vecter g = 4 sinfd]id. Seff-assembled condented phases wen
prepared in 13-16 mm diameter glass capillanies (Glas-
Technik & Konstruktion Maller & MilBer OHGL Typically, the
GHR suspension was at an inftial concentration of ~107" M. It
wias prepared in 0.5 mM CTAB, and Tween 20 was added only in
the control experiment reported in Figure 59; s tter was then
0.1 M, The still “wer” sampde investigated at Soled was dried
for 12 h, and the completely dehydrated sarmples characterized
in Rennes wene desiccated for mone than 48 b in a bow containe
ing phosphore pentoide [Akdrich]l
10 GHR SeH-Rasembling ente 3 Solid Substrate. This was cared
oit by contralled diying of colloidal wxpeniions between a
smpoth surface and a topographically patterned one. More
precisely, @ microtoxtured stamp was fint manufactured i
PDMS (Sylgard 184, Dow Corningl relying on standard salt
lithography protocels™ and on a 35 ym deep master mold
fabricated in negative photoresian (SUB-2025, Micrachem]. Twa
sepidsri arrays of 100 pen dismeter pillass wire used, the lattice
parameter being either 175 or 350 . Meanwhile, "as-symthe-
sized” or chemically modified GNRs wone prepared at 107* M in
0.5 mM CTAB supplemented with 0.1 mM Twedn 20; the Latter
neutral detergent was always present except in some of the
experiments displayed In Figures 56 and 5112 and ¢ A 1 b
droplet of this solution was next casted between the substrate
and the elstomenc termplate. Drying took place at room
tempesature for about 10 h belore the removal of the PDMS
e,
Bectron  Micmacopy. Wmages were recorded on a
Magellan 400 L (FEI with settings as follews: acceleration
vaoltage 5 kV, probe current 0.2 nA, working distance 3.9 mm.
Features were here obtained by drying the cofloidal solution
on {100 silicon walers of resistivity 1-1052-cm~ ' Moreover, 1o
gain insight into the internal structune of GNR self-assemblies,
wit depended on two tricks. Either we simply cheived the

1 1D11d
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samples o allow oress sectional observation, or we broke the
wallk apant with MM3IA-M  micromanipulators  (Kleindiek
Manotechnlk] mounted on a Leo 1430 microscope (Zeiss)
Fourier tramsform computation was achieved with Imagel,
whereas autocorrelation analysis was undertaken relying on
DigitalMicrograph (Gatan),
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Information dvailobie: This section includes TEM
size histogram of GMNR (Figure 511, WAKS spectrum of a GNits
suspension driied in a glass capillary (Figuee 52), absorbance
spectra of GNRs during the exchange of CTAE for MUDOL
[Figure 53), TEM images of GNits capped with CTAB or different
MUDICMUDOL ratios Figure 54), SEM images of a MUDOL GNR
suspiriion dited on & waler without uiing any PDMS moald
(Figure 55, optical micrographe of the Gt features obtained
while drying colloldal suspensions between a mold and a
substrate with and without Tween 30 and for both CTAB and
MUDOL coating (Figure 56}, SEM image of the micromanipu-
lator (Figure 57), SAXS spedtra collected for the MUDOL GHR
sample after complete drying in a glass capillary (Figure 58],
SAXS spectra of MUDOL GMRs after drying In glass capillanies in
the presence or absence of Tween 20 Figure 581, SAXS specira
of CTAB GMRs and MUDOL GMRs after deying in glass capiliaies
[Figure 510}, SEM Images of GNR featwes obtained while drying
colloidal suspentions bétween & malkd and & subsdtrate with and
without Tween 20 and for both CTAE and MUDOL coating
(Figure 511), SEM images of the wall surface for GNRs capped
with different ratios of MUDIC/MUDOL ligands (Figure 512), SEM
Images of features obtained while drying a MUDOL GNA
suspension between a substrate and a mold whene pillars are
not spaced by 175 but 350 um (Figure 513). This material is
available free of change wia the Internét at hitpc/puba aciong.
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