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Acide 3-acrylamidophénylboronique

Acide 3-aminophénylboronique
N-(3-aminopropyl)méthacrylamide
Alizarine

N,N’-bisacrylamide

Concentration micellaire critique
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Diffusion dynamique de la lumiére
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Voltampérométrie différentielle a impulsion
Electrocimiluminescence

Ethyléne diamine
1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide
Transition électronique centrée sur le ligand
Lower Critical Solution Temperature

Acide méthacrylique

Transition électronique centrée sur le métal

Microscopie électronique a transmission
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MLCT Transition électronique du métal vers le ligand
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SEF Surface enhanced fluorescence
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THF Tétrahydrofuran
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UCST Upper Critical Solution Temperature
VAA Acide vinylacétique

VPTT Volume Phase Transition Temperature



Sommaire

INTRODUCTION GENERALE. ..o 1

CHAPITRE | : LES MICROGELS STIMULABLES : SYNTHESE, PROPRIETES

o I o I N I 0 ] SRS 5
1. Les hydrogels StIMUIADIES ... s 6
I.1. DEFINItION deS NYATOGEIS ...vvvieeieice ettt en s 6
1.2. Structure des NYArOQEIS .......c.ooeiee e e e 7
1.3. Théorie de gONFIEMENT..........c.ooi et ane s 8
1.3.1. Cas des NYdrOgelS NBULIES ........c.viiirieisieeeie ettt 8

1.3.2. Ces des hydrogels Charges ........uovveeiiieiieeie st et 10

1.4. Les hydrogels StImMUIADIES..........coouiiriiee s 11
1.4.1. Les hydrogels thermoSenSIDIES .........coiiiciiriiee e 11

1.4.2. Les hydrogels Sensibles au PH......c.coooiiiiiiie e 12

1.4.3. Les hydrogels sensibles au gIUCOSE ........c.ooeeriiieincei e e 13

1.5. Influence de la taille des hydrogels ..o s 15
I1. Synthése et propriétés des microgels de POlY(NIPAM).......ccocvvrirrieierrisenene e 15
I1.1. Synthése de microgels de POIY(NIPAM) ..o nens 16
0 I o o] o =SSO TSR RRPTR 16
11.1.2. Contrdle de la taille par ajout de tenSioactifs .........ccceereiieniciin s 17
11.1.3. Structure des MICIOGRIS. ..ottt et s e 18
11.1.4. Introduction de CO-MONOMEIES. .......cueiieeriereirereereereseseeseseseeese e seseesesasesesesese e assesesens 20

11.2. Propriétés des microgels €N SOIULION.........ccvveieiieeeii st 22



Sommaire

11.2.1. Gonflement des microgels et transition de phase volumique............ccceeenrierricencnnnn. 22
11.2.2. Propriétés des suspensions de Microgels dilues ..........ccovvrvurererrireisienessieeeressieeenens 26
11.2.3. Propriétés des suspensions de Microgels CONCENLIEES .........cccvvurvereieeneerneneereireneennns 27
11.2.4. Déformabilité des MICTOQEIS.........cevviirieiiec e 29

L. Microgels MUItIfFONCIONNEIS ........ouoiiiiec e et 30
I11.1. Controle des structures a base de gel.......ccvvveiircieiiicccecc s 31
H11.1.1. MiICrOQEIS COBUM-ECOITES ...vevrireeeeieriresesteresesesesessesesesessesesessssesesesaresessssesesnssesesensnsesesens 31
11.1.2. Capsules A’ NYAIOGEIS. .....c.i ettt s 32

1.2, Microgels FONCLIONNEIS .......cccoiiice e b 34
H1.2.1. MICrOgelS COMPOSITES .....cveiiieiiiiiieie ittt ettt st st er e ee e 34
H1.2.2. MICrogels NYDFIAES ..ot s 35

V. Applications des microgels Stimulables.............ccoooiiiii i 36
IV.1. Les différents secteurs d’appliCation ...........cccoeiieeeiiniericieseee e 36
IV.2. Capteurs et DIOCAPTEULS ......coeiieiiieie et e bbb 37
V. Présentation des enjeux de 12 theSE ........cccvvieieiieeieie e 44

CHAPITRE I11: MICROGELS ELECTROCHIMILUMINESCENTS POUR LE

DEVELOPPEMENT D’UNE NOUVELLE GAMME DE BIOCAPTEURS ........cccoeeveeeee. 53
a0 gfoTo (U oy o] o 1S OO PTSORTPPRRPTRRTRN 54
1. L €lectroChimilUmiNESCEINCE. ......ccuiiieeeicee ettt sttt e 56

I.1. Apercu historique de I’électrochimiluminesCence .........cococvvrrrireierriese e 56

1.2. Génération d’ECL par anninilation ..........cccoeeieirieeieiieie e 57



Sommaire

1.3. Génération d’ECL avec Un CO-TEACTIT.........cccveieiieceiice et 59
1.3.1. Utilisation des ions oxalate comme CO-réactif..........ccccocvvvrrvrinriiisiee e 59
1.3.2. Utilisation des amines tEITIAINE .........cccovruireieririiiree e e e 61

4. APPLCAIONS B PECL ...ttt st st et 62

I1. Méthodes expérimentales dédiées a I’étude des microgels ECL ........ccccovvvvvvcciencnneennn 64

I1.1. Préparation deS MAtErAUX.........c.ueveererirereresisisissesesesessesesesessesesesessssssesesessssssessssesesesesesesssnses 64
I1.1.1. Stratégie de SYNNESE......ccvueeieirieeeie ettt ettt 64
11.1.2. Synthése du (4-vinyl-4’-methyl-2,2’bipirydine)bis(2,2’-bipyriding) .........cccccvveveen. 65
11.1.3. Synthése du N-n-propylacrylamide ..........ccccvieeieiiecieeieieeesee e 68
11.1.4. Synth@se des MICIOGEIS .......ccvieieeie e 68
11.1.5. Fonctionnalisation par greffage ... 71

11.2. Méthode de CaraCteriSAION..........c.evreririeereseteisiere sttt er e 73

I11. Etude de I'impact de la transition de phase des microgels thermosensibles sur les

Propriétés de TUMINESCENCE .......cveveerieeeeiiete ettt se e ere e es e ase e e s ene st seresesessesesennnes 77
I11.1. Caractérisation des MICIOGEIS .......cccvuvirieiiriieierr et 7
111.2. Comportement des microgels en solution. Aspect stimulables..........c.cocoevinireiineinnene 79
I11.3. Propriétés de photOIUMINESCENCE. ........eviieeeeiieeee et 82

111.3.1. Propriétés spectroscopiques du complexe de ruthénium en solution ............c.c........ 82
111.3.2. Photoluminescence des microgels copolymérisés avec le mRu(bipy)s®*.................. 84
I11.4. Propriétés électrochimiques €t A" ECL .........ccooeiireeiiree e enenas 86

11.4.1. Propriétés €leCtrOChIMIQUES .......ccueveeiirireeieririeeeisiee ettt 86



Sommaire

N o o o 4 1= 1= = TSR 89
111.4.2.1. Etude des microgels a base de NIPAM ........cccooiiiiireinrre e 89

111.4.2.2. Etude de microgels luminescents avec différentes températures de

tranSitionN 08 PRESE......covceiicee et e 94

111.4.2.3. Influence de la nature du CO-TEaCtif...........cccvvvveierrrcirce e 95

TS, DISCUSSION ...ttt ettt sttt et st sttt st bbbttt et 98

IV. Application & la déteCtion AES SUCTES.........cueeieiereeiieeeeteiese et sas e nasesees 101
IV.1. Caractérisation de microgels luminescents sensibles aux SUCIES .........cccocervrvereeirvreannen. 102
IV.1.1. Caractérisation des MICIOQEIS .......ccourvereuiiriieiii it 102
IV.1.2. Etude de I’aspect stimulable des MiCrOgelS........ccoovirinierieiinnee e 104

IV.2. Influence de la concentration en fructose sur la photoluminescence...........c.ccoeeeveeinens 107
IV.3. Influence de la concentration en fructose SUr PECL ........cccooviiininseinne e 110

V. Modification des propriétés de luminescence de microgels thermosensibles par transfert

d’énergie entre Molécules fIUOTESCENTES.........c.ceiirieeii e 112
V.1, ODJECHTS BL CONTEXIE ..ottt ettt e 113
V.1.1. Rappel du prinCipe d& FRET .......cociiiiieireie st s 113
V.1.2. Transfert d’énergie par résonance en ECL (ECRET)....ccccocoovivvviviinnsvinseie e 114
V.1.3. Stratégie développée pour I’étude des MICrogels........covveeeirereeirenenieeieeeeee e 116
V.2. Etude de microgel d’architecture « SIMPIE ».......cccveiniiiiniieiese s 118
V.2.1. Caractérisation des MICIOGEIS.......ccouiiieeirireeeieseiieee e are e nene s 118
V.2.2. Transfert d’énergie initié par photoluMINESCENCE..........cvoeeerireeeiieiee e 121

V.2.3. Etude des Propri€tes A ECL .....ovveireeeieeee e siieee e sene s 126



Sommaire

V.3. Etude de MIiCrogelS COBUM-ECOITE .....ocvviieieeieeeieiieteinteee st e e assee e seses s e sse e seseeeesans 133
V.3.1 Caractérisation des MICIOQEIS........cccuvvieeirireeiiieririee it sane s 133
V.3.2. Etude du transfert d’énergie en photoluminesCence..........cccvvvveevivnrsseiesesesenennne 135
V.3.3. Etude des Propri€tes A ECL ...c.vvveirieieiieee e siieee e sene s 136

(0] 0 10d 11557 o] o ST RSO STSP 138

CHAPITRE IIl: ETUDE DU COMPORTEMENT DES MICROGELS AUX

INTERFACES LIQUIDES........c oottt e st st ena e st e ranneenaene s 143
g o To (U oy o] o ISR 144
L. CONEEXLE dE PELUAE......cceieceee ettt ea e ane e e 146
I.1. Emulsions stabilisées par des particules SONAES..........c.ccvveirieeiereneeniscieeee e 146
1.2. Emulsions stabilisées par des MICrOQGEIS .........ceurirreriirssee st 149
1.2.1. Tension de surface des interfaces couvertes de MiCrogels........ccccocovvervinnieirinenenn 149

1.2.2. Propriétés mécaniques des interfaces couvertes de microgels..........cccoveevevrvrreennnnn. 151

1.2.3. Organisation des microgels a I’interface eau-huile ..., 153

1.2.4. Adhésion des émulsions stabilisées par des MiCrogels ........c.ccovvevivnivieneninnesennnen, 158

I1. Etude des microgels adsorbés aux interfaces MOdeles..........cccevvrieeieirieircerisesieeeeees 161
I1.1. Partie eXPEriMENTaAlE..........ccoeiriieiie ettt es e rereensans 161
11.1.1. Syntheése et caractérisation des MICrOgelS.........cccoevrveeieireeeieierreee e 161
11.1.2. Préparation et caractérisation des émulSIONS...........cccevrveeeieirinerirere e 162
11.1.3. FIIMS A& LANGMUIT ..ottt eb e e 163

11.1.4 Tension interfaciale dyNamIQUE .........ccceoereiiriiire i s 165



Sommaire

11.1.5 Rhéologie dilatationnelle ............cveeeiiieieiiceere et 166
11.1.6. Observation des microgels adsorbés a la surface d’émulsions..........cccccccevrvrrrennne. 166
11.1.7. Observation des microgels adsorbés a une interface plane .........cccccoeevveeieivrvrcrinnns 167
11.2. RESUILAS EXPEMMENTAUX ....vviveeieeeeiesieeteisiresistesesesesesesesasse e seseseseseseseessssesessssssesasesssenens 168
11.2.1. Caractérisation des MICIOQEIS.......ccocvveeriirieecr e 168
11.2.2. Films de Langmuir : étude en COMPIESSION.......ccovvrvereirieeeeieaesireereseseeseeseeesesesenens 170
11.2.2.1. Mise au point des conditions eXPErimMentales. .......couoveeevreeeeiirineneeierereneeens 170
11.2.2.2. Evolution de I’organisation des microgels en fonction de la compression....... 171
11.2.2.3. Influence du taux de réticulation............cccoeirieeieeeeieesec e 175
11.2.3. Adsorption spontanée des microgels : étude en goutte pendante..........cccceevvveveennne. 176
11.2.3.1. Influence de la concentration en MICrogelS..........ccovoirriiiiiniienne e 176
11.2.3.2. Influence du taux de réticulation............ccooevieeieieeircece s 178
11.2.4. Etude des propriétés mécaniques des interfaces par rhéologie dilatationnelle ........ 179
11.2.4.1. Etude en fonction du tEMPS .......ccoviiirenireieire e 179
11.2.4.2. Propriétés mécaniques en fonction de I’organisation du film ...........ccccoeveeee. 180
[1.2.5. DISCUSSION.....c.uiuititieeeseee ettt sttt ettt b s et se e bbb s eb e e e ee 182
11.2.5.1. Adsorption spontanée et conformation des microgels.........coovveveivrvreieneene 182

11.2.5.2. Comparaison entre I’organisation des microgels a une interface plane et a
I’interface d’€MUISIONS .........ceoveviieiice e s 184

11.2.5.3. Comparaison de I’adsorption des microgels a d’autres eSpeces ..........cccoveunnee 187

(@) 1o [T 11 1o ] I TTTEATTRE TSR RRRRRRRI 193



Sommaire

CHAPITRE IV: FONCTIONNALISATION DES MICROGELS AUX

INTERFACES : VERS DES MICROGELS JANUS ...t 197
g o To (U oy o] o [OOSR 198
I. Contexte de I’étude : étude bibliographique sur la synthese de particules Janus............. 200
I.1. Dissymétrisation par fonctionnalisation d’objets adsorbés a une interface.............c......... 200
I.2. Obtention de particules Janus par séparation de PRASE .........cccovrvereeirereeeneiireeesiereeeeeens 202
1.3. Obtention de particules Janus par confinement de fluides.........ccccovevevviieiieice e, 205
1.4. Obtention de particules Janus par auto-assemblage ...........ccoeveirinnniinesncee e 208
1.5. Conclusion de I’étude bibliographiqUE ..........ccceiirieeiie s 209

I1. Stratégie de synthese de microgels Janus et protocole expérimental............ccccoceevvrvnnnn. 209
I1.1. Stratégie A8 SYNTNESE .......veveeeriieeieieie ettt ettt er e es e serere e nnns 209
11.2. Protocole eXPEriMENTAl ..........ccoviiueiiiiceiee sttt 212
11.2.1. Synth@se des MICIOQEIS.......cooviiieeeireiei et 212
11.2.2. Caractérisation des MICIOQEIS.......ccouurveeriiieeeir e 213
11.2.3. Etude du comportement a I’interface eau-huile .............ccoeveviivcieniciesscceeeene, 215
11.2.4. Fonctionnalisation des MICIOGEIS .......cuevreiiiriiire e s 217

I11. Synthése et caractérisation des MICKOGEIS ......cc.oeeriireeiieir e 220
1L, MICrOQEIS ClaSSIQUES .. ..ottt et sttt 220
I11.2. MiCrogels MICTOMELIIQUES. ......c.uoveueeiieeeeieteistete s seeee e e ee e seseses e se s ssssesasesessanes 221
V. Etude du comportement des microgels a I'interface..........ccccoevvvveeieiniesecciecseccees 223

IV.1. Cas des MICrogels « CIASSIQUES »......ccccveririeieiieriiierecieeiiere e se e er e ese s e 223



Sommaire

IV.2. Cas des MiCrogels MICTOMELIIQUES.......ccoeiveeriereeererieseseeeesesessesesesessesesssesesssseseseseesenes 225
V. Fonctionnalisation des microgels a I'interface eau-huile............cccoovoveveiiiniiccieiiccene, 228
V.1. Etude sur 1eS MIiCrogels CIaSSIQUES........ccuieuiririreiriccse e e e 228
V.1.1. Mise en évidence de la dissymétrisation des MiCrogelS.......ccoverivreririererneresnneenns 228
V.1.2. Dissymeétrisation d’hydrophobie des miCrogels.........coveeeirirsieiienenneieieeeeennns 229
V.1.2.1. Fonctionnalisation des microgels en VOIUME .........ccoveveiiininininniccse e 229
V.1.2.2. Fonctionnalisation des microgels « classiques » a I’interface .............ccccovenee. 232

V.2. Etude sur les microgels MiCrOMELHIQUES........cccevvreeeriiirsereeee s serese e e 236
V.2.1. Mise en évidence de la dissymétrisation des MiCrogelS.......ccoovevivrerieierernesesnrennns 236
V.2.1.1. Comparaison entre différentes StrUCTUIES.........ccovvveeireeeieiiiesee e 236
V.2.1.2. Fonctionnalisation avec un agent de couplage soluble dans I’huile.................. 238
V.2.2. Dissymeétrisation d’hydrophobie des microgels micromeétriques...........ccoeevvveeeenne. 242
V.2.3. Dissymeétrisation de charges des MIiCrOgelS.......covvrerieeieririe e 244
V.2.3.1. Fonctionnalisation avec I’agent de couplage hydrosoluble.............ccccccovrennnns 246

V.2.3.2. Fonctionnalisation avec I’agent de couplage soluble dans la phase

OFGANITUE ..ottt ettt sttt sttt eb et et st s et sttt e e et ebe e 247
V.3. Discussion sur la conformation des microgels a I’interface eau-huile ........................ 249
(0] o Tod 111 o] o 0TSSR 251

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES.........ccoooiieee 255



Introduction géneérale




Introduction générale

Les microgels sont des particules d’hydrogel, dont le caractére stimulable et déformable
laisse entrevoir de nouvelles opportunités pour I’élaboration de matériaux innovants. Les
hydrogels stimulables sont des matériaux constitués de polymeres réticulés ce qui en fait des
objets insolubles, poreux et déformables. Parmi ces hydrogels, certains sont dit stimulables ou
« intelligents », car ils ont la capacité de changer leur volume en réponse a un stimulus de
maniére réversible en absorbant ou en expulsant I’eau qu’ils contiennent. Ainsi les propriétés de
gonflement du réseau peuvent étre modulées non seulement par des critéres physico-chimiques,
mais également en réponse a un changement des conditions environnementales. Le taux de
gonflement peut varier de fagon considérable par application de ce stimulus, jusqu’a plusieurs
ordres de grandeur en volume. De surcroit, cette transformation est réversible dans la mesure ou
la réticulation du réseau est permanente via des liaisons covalentes. La miniaturisation de ces
objets en microgels est notamment intéressante d’un point de vue cinétique. En effet, le
gonflement ou la contraction de ces gels macroscopiques est un processus relativement long
(plusieurs heures), car il est limité par la diffusion des espéces dans la matrice. Cependant il est
possible d’obtenir des temps de réponse trés courts en diminuant la taille caractéristique des

objets.

Ces variations de gonflement s’accompagnent d’une modification de la plupart des
propriétés physiques des hydrogels. Ainsi, le volume, les propriétés optiques, mécaniques ou
encore la porosité peuvent varier en réponse a un stimulus. De nombreux stimuli ont ainsi été
utilisés comme la température, le pH, ou des champs électromagnétiques comme la lumiére. Plus
récemment, la reconnaissance moléculaire d’une espéce d’intérét biologique, comme le glucose,
a été utilisée comme stimulus. A I’échelle de I’objet unique, ce type de matériaux, et plus

particulierement les microgels, représente un intérét grandissant auprés de la communauté
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scientifique, notamment pour des applications dans le domaine biomédical pour la vectorisation
et la délivrance contr6lée de principe actif, I’imagerie médicale, ou la détection d’espéces en
solution. D’un point de vue mécanique, les particules d’hydrogel présentent la particularité d’étre
déformables, contrairement aux particules solides, ce qui laisse présager un comportement
particulier, notamment vis-a-vis de leur écoulement dans des milieux confinés. Plus globalement,
d’un point de vue conceptuel, ces objets se positionnent comme un intermédiaire entre les
particules rigides et les polymeres linaires en solution. Cette dualité est aussi a I’origine du récent
engouement de la communauté scientifique pour ces matériaux en tant qu’additifs de formulation.
En effet, collectivement, ils permettent de modifier les propriétés rhéologiques des solutions pour
leur apporter des comportements originaux, ils peuvent s’assembler en structures périodiques

stimulables ou encore stabiliser durablement des émulsions.

La modification de la structure interne des microgels est un levier qui permet d’adapter leurs
propriétés aux applications envisagées. Pour exemple, les propriétés des microgels différent en
fonction de la méthode de synthése utilisée (batch ou semi-batch), car la densité de réticulation
n’est pas la méme. Des architectures complexes peuvent également étre envisagées comme des
microgels coeur-écorce, des capsules creuses ou encore des microgels non symétriques. Ces types
de structures permettent soit la préparation de microgels multisensibles et/ou multifonctionnels
pour les deux premiers types de structures, soit des microgels dont la capacité de stockage de
principe actif est augmentée dans le cas des capsules. Le choix de I’architecture a donc une
grande importance dans le design de microgels d’hydrogels stimulables pour une application

précise.

Ce travail de these s’inscrit dans une démarche fondamentale afin de développer de
nouveaux concepts tirant profit des propriétés stimulables et de la déformabilité intrinseque des
microgels, tout en approfondissant les connaissances sur le comportement de ces objets en
solution et aux interfaces. Ainsi, ce mémoire présente les travaux effectués sur I’élaboration de
microgels électrochimiluminescents et le comportement de microgels a une interface liquide.
Cette connaissance est enfin mise a profit pour fonctionnaliser régiosélectivement les microgels

adsorbés a la surface de gouttes d’huile. Le manuscrit se divise en 4 chapitres.

Le chapitre | décrit les concepts généraux sur les hydrogels stimulables, la synthese et les
propriétés de nanoparticules d’hydrogels stimulables, principalement a base de poly-n-
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isopropylacrylamide (poly(NIPAM)). Nous dresserons également un état de I’art des différentes
fonctionnalités de ces microgels ainsi que des applications qui en découlent. Ce chapitre est

construit dans le but de présenter les notions abordées tout au long du manuscrit.

Dans le Chapitre 11, nous présentons les travaux sur le développement d’un nouveau type de
microgels électrochimiluminescents a base de microgels de poly(NIPAM). Pour cela un
complexe métallique de ruthénium possédant a la fois des propriétés redox et de luminescence est
incorporé dans la matrice polymére par copolymérisation. Par la suite, les propriétés de
photoluminescence, électrochimiques et d’électrochimiluminescence sont étudiées en fonction du
taux de gonflement des microgels. Cette étude est tout d’abord réalisée sur un stimulus simple (la
température), puis de nouveaux matériaux sensibles aux saccharides sont préparés afin d’obtenir
des capteurs sensibles a une biomolécule. Dans une derniere partie, nous présentons notre étude
sur I’élaboration de capteurs capables de changer de longueur d’onde d’émission grace a un

transfert d’énergie entre deux molécules fluorescentes.

Le chapitre 111 est dédié a I’étude des microgels adsorbés a des interfaces eau-huile modéles.
Dans un premier temps nous étudions le comportement des microgels adsorbés a I’interface plane
eau-huile sous compression forcée, puis nous comparons ces résultats avec ceux obtenus en
adsorption spontanée. Les propriétés mécaniques des interfaces couvertes de microgels sont
ensuite étudiées en rhéologie dilatationnelle afin de faire le lien entre la morphologie des
microgels et les propriétés mécaniques des interfaces recouvertes. L’impact de la concentration
des microgels et de leur morphologie sur le comportement a I’interface est étudié afin

d’appréhender le role de la déformabilité dans ces processus.

Enfin dans le chapitre 1V, nous présentons les résultats sur la dissymétrisation des microgels
adsorbés a I’interface eau-huile. Lors de cette étude nous nous servons des connaissances sur les
microgels adsorbés aux interfaces, acquises par I’équipe avant le début de ma thése et celles
acquises dans le chapitre 11, pour optimiser la préparation de ces matériaux. Les expériences sont
réalisées sur des microgels dits « classiques » dont le diamétre est inférieur au micron, puis sur
des particules de plusieurs microns afin de faciliter leur caractérisation. Ces matériaux sont
fonctionnalisés avec une molécule fluorescente afin de mettre en évidence le caractere
dissymétrique, puis avec des molécules capables d’engendrer une différence d’hydrophobie ou de
charge en fonction du pH. La forme et I’auto-assemblage en fonction du pH sont alors étudiés.
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Chapitre | : Les microgels stimulables : synthese, propriétés et applications

L’objectif de ce chapitre est de dresser un état des lieux sur les microgels stimulables, afin
de présenter les matériaux qui font I’objet des études présentées dans ce manuscrit. Nous
donnerons tout d’abord quelques concepts généraux sur les hydrogels stimulables, nous
présenterons ensuite la synthese et les propriétés des microgels de poly(NIPAM). Enfin, aprés
avoir présenté leurs fonctionnalités et leurs applications, nous aborderons les enjeux de cette

thése.

|. Les hydrogels stimulables

Dans cette partie nous allons présenter quelques définitions, afin de mieux comprendre les

matériaux qui seront a la base de ces travaux.
I.1. Définition des hydrogels

Un gel résulte de I’association de deux constituants : un réseau et un solvant.* Le réseau
est constitué d’un ensemble tridimensionnel d’entités microscopiques connectées par des nceuds
de réticulation ou les unités de base peuvent étre des chaines polymeéres ou des objets colloidaux.
Dans le cas des réseaux de polymeres, un gel se forme si le polymere présente une affinité pour le
solvant. En effet, grace a cette affinité, les molécules de solvant vont solvater les chaines et
gonfler le réseau, qui reste insoluble grace a la présence d’une réticulation. L’ensemble
macroscopique réseau polymere/solvant porte le nom de gel. Une dénomination particuliére des
gels est celle des hydrogels, ou le solvant absorbé est I’eau, ce qui rend I’ensemble généralement
biocompatible.? Plusieurs classes d’hydrogels peuvent étre répertoriées, selon la nature du réseau
et du réticulant. Ainsi les chaines peuvent étre neutres ou chargées. Si elles sont chargeées, le gel
est nommeé gel de polyélectrolyte. Sinon il est nommé gel neutre. Comme mentionné ci-dessus, il
est crucial de réticuler le réseau, afin de maintenir sa structure tridimensionnelle et d’éviter sa
dissolution. Cette réticulation peut avoir plusieurs origines. Elle peut étre qualifiée de physique
lorsqu’elle met en jeu des liaisons de faible énergie comme les liaisons électrostatiques,
hydrogénes ou de Van der Waals.? Certains systémes biologiques peuvent également s’associer
via la formation d’hélices.** Les liaisons physiques peuvent se dissocier et la formation du réseau
est réversible. La derniére classe d’hydrogels est celle des hydrogels chimiques.® Dans ce cas, le

réseau est constitué de liaisons covalentes entre les chaines, ce qui rend le réseau généralement
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plus stable. Ainsi, un gel chimique est constitué d’un réseau permanent dont la densité de
réticulation ne dépend pas de facteurs externes. Dans le cadre de ce mémoire, les particules

étudiées font partie de la classe des hydrogels chimiques.

1.2. Structure des hydrogels

Par la suite, les grandeurs associées au réseau et au fluide seront indexées 2 et 1
respectivement. Un gel chimique, dont la structure générale est présentée Figure I. 1, est une
structure poreuse caractérisée par :

- la fraction volumique en polymere lorsque le gel est a I’état gonflé (¢2). Ce paramétre

traduit la quantité de fluide absorbé au sein du réseau ;

- la fonctionnalité des nceuds de réticulation (f) qui traduit le nombre de chaines

connectées a un nceud ;

- La masse moyenne des chaines entre deux nceuds consécutifs (Mc). Il est également

possible d’exprimer ce paramétre en nombre moyen d’unités monomeéres (N). Ces

deux grandeurs sont reliées entre elles par la masse moléculaire du monomere.

Neoeud de
réticulation

Boucle
; //

Chaine pendante

Figure I. 1 : Schéma de la structure d’un gel chimique.

Pour un réseau idéal, les parametres f et Mc sont constants sur tout le réseau et les chaines ne sont

reliées entre elles que par des liens chimiques. En réalité, les réseaux présentent de nombreux
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défauts liés a la synthése des gels. En effet, ils sont constitués de points d’enchevétrements, qui
créent des nceuds de réticulation supplémentaires, ou encore des chaines pendantes, connectées
uniquement par une de ces extrémités au réseau. On discerne également la présence de boucles,
c’est-a-dire une méme chaine connectée au méme nceud de réticulation. Macroscopiquement, un
hydrogel est un matériau poreux, mou, et capable de conserver sa forme, malgré la tension de son
propre poids. Cependant, les propriétés viscoélastiques du réseau sont relativement faibles, avec
des modules élastiques compris entre 1kPa et 10 kPa, en comparaison a celles des élastoméres
dont les modules plafonnent autour de 100 kPa.” Ainsi, le réseau peut subir de grandes
déformations linéaires sous faibles contraintes. D’un point de vue mécanique, les gels sont traités
comme des solides élastiques alors que d’un point de vue thermodynamique, ils sont plutot
considérés comme des polymeres en solution. Au final ces objets sont considérés comme un

intermédiaire entre le solide et le liquide.
1.3. Théorie de gonflement

Bien qu’il existe différentes classes d’hydrogels stimulables ou non, I’'une des
caractéristigues communes est leur capacité a gonfler dans I’eau. Le réseau a tendance a se
disperser le plus possible, dans le but de diminuer au maximum son énergie libre. Contrairement
aux macromolécules non-réticulées, I’état de dispersion est limité par la présence de nceuds de
réticulation permanents entre les chaines. Il existe alors une compétition entre les forces qui

tendent a disperser les chaines polymeres et les forces qui tendent a limiter cette dispersion.
1.3.1. Cas des hydrogels neutres

Le gonflement des gels neutres peut-étre expliqué par la théorie de Flory.® Le gonflement
d’un hydrogel est conditionné par un ensemble de contributions indépendantes de ses deux
parties constitutives a savoir son réseau et le solvant. L’équilibre de gonflement des hydrogels
dépend alors de la densité de réticulation et du caractére hydrophile des chaines polymeres. Il est
décrit par la pression de gonflement, elle-méme composée d’une partie osmotique (rosm) et d’une

partie élastique (rer) de telle sorte que :°

T = Tosm + ey 1)
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Selon la théorie de Flory, un hydrogel tend a maximiser les interactions entre ses chaines
polymeres et le milieu extérieur en respectant I’équilibre des potentiels chimiques entre
I’intérieur et I’extérieur du réseau. Cette premiere contribution est modulée selon I'affinité des
chaines polymeres avec le solvant. Ainsi, mosm peut également étre noté mye. Bien que le réseau
immergé dans un bon solvant ait tendance a se disperser le plus loin possible, cette action est
limitée par la réticulation permanente. Cette réaction élastique est exprimée par m, et agit contre
le gonflement. Il va s’en suivre une compétition entre I’énergie qui tend a disperser les chaines et
I’énergie qui tend a ramener la conformation moyenne des chaines dans leur état d’équilibre,
c'est-a-dire sans étirage. Ainsi le degré de réticulation de I’hydrogel limite le gonflement de
I’hydrogel jusqu’a I’équilibre des pressions élastiques du systeéme et des pressions osmotiques.

En d’autres termes I’équilibre est atteint lorsque la pression rmest nulle.

D’un point de vue thermodynamique, le gonflement d’un gel peut étre vu comme le mélange
d’un réseau dans un solvant. En adaptant la théorie des polymeéres en solution, Flory postule que
I’enthalpie libre de mélange d’un réseau de polymeére réticulé en immersion dans un fluide (AGio)
combine deux grandeurs opposées : une enthalpie libre de mélange des polymeres en solution
(AGne) et un terme supplémentaire d’énergie libre élastique (AGg) pour tenir compte des effets

de la réticulation, soit :*°
AGtot = AGmel + AGel (2)

Le gonflement du réseau a I’équilibre correspond a la situation ou la pression m est nulle. Sachant
que mt dérive de I’enthalpie libre, on admet que la fraction volumique en polymere ¢, a I’équilibre

est donnée par :**

¢z = {—vc@—iu>} @

Ou X représente le nombre de points de réticulation présents dans le réseau a I’état contracté et
. X = " L4t
v,rappelle le volume molaire du solvant. La grandeur v décrit la densité moyenne de réticulant
c

au sein de I’hydrogel a I’état contracté. La grandeur y,, est le parametre d’interaction de Flory

entre le solvant et le polymere, et peut étre discriminé de la maniére suivante :
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1 \ cpgr - N , . .
- pour iz >, le polymere, plus difficile a dissoudre, est en régime mauvais solvant

1 N
- our < =, le polymere est en bon solvant
X12

2
1 N / . ,
- pour yip =3, le polymere est dans un état de solvatation nommeé solvant ©.

Ainsi, le gonflement d’un réseau neutre est associé a sa fraction volumique qui dépend de la
composition de ce dernier (nceud de réticulation), mais aussi de sa solvatation (contribution du

parametre de Flory).
1.3.2. Cas des hydrogels chargés

Dans le cas ou le réseau est chargé, le gonflement ne peut pas étre directement associé aux
considérations décrites ci-dessus. Pour les hydrogels de polyélectrolytes, la présence de
groupements chargés le long de la chaine s’accompagne de contre-ions mobiles, qui assurent
I’électroneutralité. Il existe ainsi, au sein du réseau une pression osmotique exercée par les
contre-ions et des répulsions électrostatiques entre les chaines de polymeére, conduisant a des taux
de gonflement largement supérieurs a leurs homologues neutres. Ces capacités d’absorption ont
été largement exploitées dans des applications telles que I’hygiéne, les applications médicales, les
fertilisants de sol ou encore les produits anti-inondation. Langer et Peppas recensent en 2003 que
le champ d’application des hydrogels compte 40000 préparations pharmaceutiques, 8 000
dispositifs médicaux et 2500 produits pour le diagnostic.® L’incorporation de groupements
ionisés dans la matrice va engendrer la présence de contre-ions mobiles a I’intérieur du gel. Cet
exceés d’ions mobiles entre le milieu intérieur et extérieur, gouverné par I’équilibre de Donnan,
entraine alors le gonflement de I’hydrogel. On note également que la présence de charges sur les
chaines implique des répulsions électrostatiques entre elles, favorisant ainsi le gonflement du

réseau.’®

La théorie des gels neutres est complétée par des termes supplémentaires mion (contribution des
ions) et meou (Contribution électrostatique). Chacune de ces contributions agissent en faveur d’un

gonflement du réseau.

T =Tosm + Ter + Tjon + Meow (4)
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Pour les réseaux faiblement chargés, la contribution électrostatique est négligeable comparée a la
pression osmotique des ions, elle est donc souvent négligée.* La contribution des contre-ions

peut quant a elle s’écrire de la maniéere suivante :
_ kBT
Tion = v_l{m¢2|n(m¢2)} (5)

ou m est le degré d’ionisation du réseau. En régime bon solvant (¢, > 0, soit y;, < é), la
contribution des charges apporte une pression positive, soit un gonflement supplémentaire en
comparaison a celui d’un gel non chargé. En mauvais solvant (y;, > é), les gels ioniques se
caractérisent par une importante « résistance entropique » au dégonflement. Le confinement des
contre-ions est trés défavorable, ce qui se traduit par le maintien de I’état gonflé pour des valeurs
de y,, trés supérieures a 0,5. Toutefois, a partir d’une valeur critique du paramétre de Flory, cette

« résistance » ne contrebalance plus I’effet de non-solvatation et le gel se contracte de maniere

discontinue.
l.4. Les hydrogels stimulables

Le paragraphe précédent a permis de montrer que différents paramétres permettent de

moduler I’état de gonflement d’un gel selon trois critéres :

- Modification de la densité de charge (;,y,) ;
- Modification de I’affinité polymére-solvant (y;,) ;

- Modification de la densité de réticulation (X).

Il est alors possible, en changeant les conditions environnementales, de modifier cet état de
gonflement et par conséquent, de modifier les propriétés physiques du gel. On parle alors

d’hydrogel stimulable. Nous allons présenter ici les principaux stimuli utilisés dans ce manuscrit.
l.4.1. Les hydrogels thermosensibles

En regle générale, les hydrogels thermosensibles sont composés de polymeéres dont la
solubilité varie avec la température car les affinités entre les polymeéres et le solvant varient. Ces

matériaux se distinguent en deux classes :
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- les polyméres a UCST (Upper Critical Solution Temperature), solubles au-dessus
d’une certaine température critique

- les polymeres a LCST (Lower Critical Solution Temperature), qui deviennent
insolubles et donc précipitent au-dessus de la température critique.

La majorité des polymeres thermosensibles présente une LCST. Le plus étudié d’entre eux, que
nous utiliserons dans tous nos travaux, est le poly(N-isopropylacrylamide), noté poly(NIPAM),
dont la LCST est de 32 °C." Lorsque ces polyméres sont réticulés, ils forment des hydrogels
thermosensibles capables de se contracter lorsqu’ils sont chauffés a une température supérieure a
la LCST. Le passage en mauvais solvant provoque I’expulsion du solvant de la matrice polymeére
et le réseau s’effondre sur lui-méme. La température caractéristique de cette transition est alors

appelée VPTT (Volume Phase Transition Temperature).
1.4.2. Les hydrogels sensibles au pH

Les hydrogels sensibles au pH se comportent comme des hydrogels chargés dont la
théorie est décrite dans la partie 1.3.2. Le levier pour une réponse a une variation de pH provient
des groupements ionisables sur les chaines polymeres, dont I’état de charge dépend du pH.
Lorsque ces groupements ne sont pas ionisés, les hydrogels se comportent comme des hydrogels
neutres. Mais lorsque le pH favorise la forme ionisée, les interactions répulsives entre les charges
et la pression osmotique engendrée par les contre-ions dans le réseau (effet Donan) permettent au
réseau d’atteindre des taux de gonflement plus élevés que leurs homologues neutres. Plus la
densité de charge est élevée, plus I’hydrogel est gonflé. En revanche la présence d’électrolyte
dans la solution provoque la diminution du taux de gonflement des microgels par différence de
pression osmotique, écrantage des charges ou déshydratation des polymeres, lorsque les
concentrations en sel sont importantes.'®*® Les groupements du type acide ou base faible, tels que
les fonctions acides carboxyliques ou amines, permettent d’obtenir des hydrogels sensibles au
pH. Par exemple, pour les hydrogels constitués de fonctions acides carboxyliques, le gonflement
va augmenter en fonction du pH. En effet, lorsque le pH est inférieur au pKa, les groupements
acides sont dans leur état protoné, et donc neutre. En revanche, lorsque le pH est supérieur au
pKa, la forme prédominante est la forme chargée. Le taux de gonflement de I’hydrogel va ainsi

augmenter jusqu’a atteindre son nouvel état d’équilibre.
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1.4.3. Les hydrogels sensibles au glucose

Il existe quatre familles de récepteurs au glucose qui peuvent étre utilisés pour rendre un

hydrogel sensible au glucose :*°

- laglucose oxydase ;
- laconcanavaline A ;
- les protéines de liaison au glucose ;

- I’acide phénylboronique et ses dérivés.

Les trois premieres familles sont des récepteurs naturels du glucose tandis que I’acide
phénylboronique est synthétique. Dans cette partie, nous détaillerons uniqguement le mécanisme
de reconnaissance de I’acide phénylboronique, car c’est le ligand que nous avons sélectionné
pour réaliser nos études : des travaux antérieurs dans le laboratoire ont permis d’acquérir une
certaine expertise avec ce ligand. De plus, il est majoritairement utilisé pour la formulation de

gels sensibles au glucose.

L’acide phénylboronique et ses dérivés sont connus et bien décrits dans la littérature pour
leur faculté & former des esters cycliques avec les espéces de type polyol en milieu aqueux.” Ils
réagissent avec les diols 1,2 ou 1,3 pour former des esters cycliques a 5 ou 6 membres. Les acides
boroniques sont caractérisés par I’équilibre entre leur forme neutre (acide) et leur forme chargée
(basique). Une quantité équivalente de chacune des formes coexiste lorsque le pH est égal au pKa
de cette espéce. Lorsque le pH est inférieur au pKa, la forme neutre de I’acide boronique (Figure
I. 2 (1)) sera majoritaire. Une molécule d’eau est liée a cette espéce de configuration électronique
sp?. A pH plus élevé, I’eau se déprotone et s’y associe pour former un boronate chargé (2). Une
fois cette liaison faite, I’environnement électronique de I’atome de bore passe de la configuration
électronique sp® & la configuration sp®, ce qui se traduit par une modification géométrique de la
configuration spatiale de trigonal plan a tétraédrique. La configuration de la forme chargée
favorise la formation d’un complexe avec le groupement diol des saccharides (3) en position cis
selon une réaction de condensation. En effet, en configuration sp? les acides boroniques
présentent un angle de 120° qui est réduit a 108° lors de la formation de I’ester. Cette
compression de I’angle favorise la déprotonation pour adopter une configuration sp*. Ainsi, la

formation d’un ester par complexation rend le bore plus acide, ce qui diminue le pKa du systeme.
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Le mécanisme de complexation entre I’acide phénylboronique et le glucose se résume selon le
schéma de la Figure I. 2. Pour un pH voisin du pKa de I’acide phénylboronique, I’ajout de
glucose va déplacer I’équilibre vers la forme chargée de I’ester. De ce fait la densité de charges
dans la matrice augmente provoquant le gonflement du réseau. C’est la modification de la densité
de charges dans la matrice polymére qui est & I’origine du gonflement.?

pKa HO  OH
B /B_\—OH
B—OH B——OH
/ /\ U
HO HO  OH
@ (2) €))

Figure I. 2 : Mécanisme de complexation du glucose par les acides phénylboroniques.

Cependant la détection du glucose n’est pas sélective, car I’acide phénylboronique peut
également complexer d’autres polyols comme le fructose ou le galactose. Parmi les
monosaccharides, le fructose est bien mieux complexé que le glucose, car sa constante

d’association est plus élevée.?%

Les microgels sensibles au glucose présentés dans la littérature sont formulés a partir de
polymeres thermosensibles et d’un dérivé de I’acide phénylboronique. Dans la littérature, il existe
deux voies différentes pour préparer ces microgels. La premiere, utilisée par I’équipe de Pelton et
I’équipe de Zhou, consiste a fonctionnaliser les microgels avec un récepteur au glucose une fois

2324 | a synthése est donc réalisée en deux étapes. La deuxiéme

qu’ils sont synthétisés et purifiés.
méthode, choisie par notre équipe, permet la préparation des microgels en une seule étape en
copolymérisant des monomeres de type N-alkylacrylamide avec des monomeres qui possédent la
fonction acide phénylboronique.” Les deux voies conduisent & la synthése de microgels, dont le

taux de gonflement dépend de la concentration en glucose dans le milieu.
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1.5. Influence de la taille des hydrogels

Les notions des sections précédentes ont été décrites pour des gels macroscopiques, dont
la classification s’effectuait selon la nature de la réticulation, la présence de charge sur les
chaines ou le caractere stimulable du réseau. Cependant, une autre fagcon de classifier les
hydrogels s’articule autour de leur taille. Selon la nomenclature IUPAC, les hydrogels peuvent

étre identifiés comme :

- macrogels si leur taille est de I’ordre du millimétre ou plus
- microgels pour une taille variant entre 100 nm et 100 pum
- nanogels, si la taille du réseau oscille entre 1 nm et 100 nm.

Les nano/microgels possedent de nombreuses propriétés communes avec leurs homologues
macroscopiques mais leur dynamique de gonflement est tres différente. En effet, les variations
volumiques d’un hydrogel en réponse a un stimulus mettent en jeu des phénomeénes cinétiques
qui dépendent de la diffusion du solvant a travers le réseau, mais aussi de la dynamique de
relaxation du réseau. Il a été montré par Tanaka que le temps caractéristique de relaxation du
réseau est proportionnel au carré de sa longueur caractéristique.? Les nano/microgels ont donc

une réponse a un stimulus bien plus rapide que les macrogels.
Il. Synthese et propriétés des microgels de poly(NIPAM)

Les particules colloidales d’hydrogels, aussi appelées nanogels ou microgels, ont des
propriétés similaires a celles de leurs homologues macroscopiques. Il existe également différents

27,28

stimuli, dont les plus étudiés sont la température, le pH?* les champs

3132 ot les biomolécules.?>* Dans la suite de ce manuscrit nous allons nous

électromagnétiques
focaliser sur les microgels thermosensibles et plus particulierement ceux a base de poly(NIPAM),
car ils sont utilisés dans chaque étude présentée dans ce manuscrit. Nous présenterons dans un
premier temps des éléments relatifs a la synthese des microgels, puis dans un second temps leurs

propriétés en solution.

-15 -



Chapitre | : Les microgels stimulables : synthese, propriétés et applications

II.1. Synthése de microgels de poly(NIPAM)

Il existe deux voies différentes pour préparer les microgels. La premiere, appelée top-
down consiste a broyer un macrogel pour former des entités plus petites. Cette voie n’est pas
utilisée, car elle ne permet pas d’obtenir des microgels de taille et de forme réguliere. La seconde
voie est appelée bottom-up ; elle consiste a synthétiser les particules a partir de molécules ou de
macromolécules. Cette voie englobe plusieurs méthodes comme la polymérisation en

émulsion,*** la polymérisation par précipitation®**’

38,39

et la réticulation de polymeéres auto-

ou de polymeéres en milieu confing.***

assemblés La polymérisation par précipitation est la
méthode majoritairement utilisée dans la littérature pour la préparation de microgels
thermosensibles. Elle est simple a mettre en ceuvre (une unique phase aqueuse) et permet
d’obtenir une population de microgels ayant une distribution de taille étroite. Dans la suite de ce

manuscrit nous allons donc nous focaliser sur cette technique.
11.1.1. Principe

Cette méthode de synthése a été rapportée pour la premiére fois en 1986 par Pelton et
Chibante dans le cas des microgels de poly(NIPAM). Elle fut alors baptisée : polymérisation en
émulsion sans tansioactif (SFEP pour Surfactant Free Emulsion Polymerization).*® Ce nom,
encore utilisé aujourd’hui, est source de confusion. En effet, la polymérisation en émulsion
s’applique a des monomeres, trés peu solubles ou insolubles dans I’eau, dispersés sous forme de
gouttes dans I’eau a I’aide d’un tensioactif ou par agitation. Avant méme le début de la réaction,
le milieu est diphasique. A I’inverse, la polymérisation par précipitation est une polymérisation
en dispersion pour laquelle le milieu est monophasique au départ, car les monomeéres et
I’amorceur sont solubles dans la phase continue. Les oligomeres créés en début de polymérisation
sont également solubles dans I’eau jusqu’a ce qu’ils atteignent une taille critique. Au-dela de
cette taille, ils deviennent insolubles et précipitent pour former des particules.

Les microgels a base de poly(NIPAM) ont été les premiers exemples de particules sphériques et
monodisperses obtenues selon le procédé de polymérisation par précipitation en solution aqueuse
sans tensioactif. Dans cette méthode, le NIPAM et le réticulant (généralement le N,N’-methyléne
bisacrylamide(BIS)) sont dissouts dans I’eau. Le mélange est chauffé a une température

supérieure a la LCST du polymere et dégazé par bullage d’azote afin de retirer I’oxygéne dissout
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dans I’eau. Un amorceur (généralement du persulfate de potassium ou d’ammonium) capable de
se décomposer en radicaux sous I’effet de la température est ajouté dans un second temps.
Lorsque les chaines en croissance atteignent une longueur critique, elles précipitent, car la
température est supérieure a la LCST du poly(NIPAM), et forment les précurseurs des
particules.”? Les nucléi poursuivent alors leur croissance par addition de monoméres, par
agrégation avec d’autres précurseurs, par capture d’autres oligoradicaux ou par agrégation a la
surface de particules en croissance. Le réticulant assure les liaisons intermoléculaires. La Figure

I. 3 résume les différentes étapes de la polymérisation par précipitation.

Particule en
croissance Nano/microgel

Oligoradical Nucléus

Figure 1. 3 : Schéma récapitulatif des différentes étapes de la polymérisation par précipitation. Adapté de *2.

La taille finale des microgels est atteinte lorsque les microgels sont stables d’un point de vue
colloidal. Cette stabilité colloidale est assurée par les charges de surface, provenant de I’amorceur
ou d’un additif (tensioactifs, monomeres, ...). Une densité surfacique minimum de charges est
nécessaire pour assurer cette stabilité. Ainsi, moins le systeme est chargé, plus la taille des
microgels contractés est grande, car le rapport surface/volume est plus petit.

I1.1.2. Contrdle de la taille par ajout de tensioactifs

La taille finale des objets est fixée par la densité surfacique de charge des nucléi formés
lors de la précipitation. Plus la taille des objets est petite, plus le rapport surface/volume est
grand. Il est alors nécessaire d’introduire plus de charges pour stabiliser des objets plus petits.
L’ajout de tensioactif peut renforcer le role de I’amorceur pour stabiliser les particules en

croissance et éviter I’agrégation avec d’autres précurseurs. Dans le but de diminuer la taille des
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objets il est nécessaire d’ajouter des tensioactifs dans le mélange réactionnel pour stabiliser les

particules en croissance et éviter la croissance par agrégation avec d’autres précurseurs.

Les premiers travaux visant a diminuer la taille des microgels ont été effectués par
I’6quipe de Pelton sur des microgels de poly(NIPAM).*** L’ajout de dodécylsulfate de sodium
(SDS) avant I’amorcage de la polymérisation permet de diminuer jusqu’a 10 fois le diametre des
particules lorsque la concentration en tensioactif est de 0,58 g/l (cf Figure I. 4). Au-dela de cette
concentration, le diamétre des microgels ne diminue plus. La diminution de la taille des
microgels s’explique par le fait que les molécules tensioactives ioniques vont s’adsorber sur les
particules de polymeére en croissance. Ainsi les nucléi en formation auront une charge de surface
plus importante ce qui leur confére une meilleure stabilité colloidale, empéchant ainsi la
croissance par agrégation de particules. La concentration de particules en croissance en solution

est donc augmentée. Plus cette derniere augmente, plus le diametre final des microgels sera petit.

Average
Diameter
{(nm) 400

200 |

0 e . - .
0 0.4 0.8 1.2

SDS Concentration (g/L)

Figure I. 4 : Evolution du diamétre des microgels & 25°C en fonction de la concentration en SDS. Adapté de .

[1.1.3. Structure des microgels

Dans le but de comprendre le lien entre la structure des microgels et leurs propriétés, de
nombreux groupes ont essayé de déterminer la structure interne des microgels. L’étude de

microgels synthétisés par polymérisation par précipitation en «batch » (ou I’ensemble des
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réactifs est introduit simultanément en début de synthése) présente une répartition inhomogeéne
des constituants. La premiere étude réalisée par Wu et al. présente les taux de conversion du
NIPAM et du BIS au cours de la synthése.* Ils constatent que la consommation du réticulant est
plus rapide que celle du NIPAM et en concluent logiquement que les particules synthétisées sont
plus réticulées au centre qu’en périphérie. Par la suite, ces résultats ont été confirmés par

diffusion de la lumiére,***® diffusion de neutrons aux petits angles,*~°

Ou encore par résonance
magnétique nucléaire du proton (RMN).>! Bien que toutes les études soient en accord avec le
caractére cceur-écorce des microgels, le débat sur la structure fine reste encore ouvert.>® Les deux
structures hypothétiques de type cceur-écorce sont présentées Figure I. 5. Le premier cas prend en
compte le phénoméne d’agrégation de particules en croissance lors de la synthése et présente
donc un cceur et une écorce localement inhomogene. Dans le second, le cceur et I’écorce sont
homogenes mais possedent des tailles de mailles différentes. Dans les deux cas, la frontiere entre
le cceur et I’écorce n’est certainement pas aussi bien définie que sur la Figure 1. 5, la structure du

microgel évolue probablement de maniére continue du centre vers la périphérie.>

(a)

(b)

Densité de

Polymere |

Distance

Figure 1. 5 : Schéma représentatif des architectures proposées pour les microgels de poly(NIPAM) synthétisés en batch par
polymérisation par précipitation. Adapté de %,
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Ces études ont également mis en évidence que I’utilisation de tensioactifs ou la synthése
en «semi-batch » (ou une partie des réactifs est introduite progressivement dans le réacteur
pendant la synthése), favorisent la production de microgels avec une structure plus

homogeéne.**

11.1.4. Introduction de co-monomeres

En vue de moduler la sensibilitté a la température, de conférer des sensibilités
additionnelles ou d’introduire des groupes réactionnels, un troisieme co-monomere (en plus du
NIPAM et du réticulant) est souvent introduit lors de la synthese. Le tableau ci-dessous répertorie
les différents types de co-monomeéres rapportés dans la littérature ainsi que I’intérét de leur

incorporation au sein de la matrice polymere.

Tableau I. 1 : Tableau récapitulatif des différents types de co-monomeéres copolymérisés avec le NIPAM.

Type de co-monomere Intérét de leur introduction Réf(s)

Dérivé de I’acide
) _ Sensibilité au glucose e

phenylboronique

_ Sensibilité au pH S1985%

Amine

60,61,62

Post-fonctionnalisation —

Acide carboxylique — S—

Sensibilité au pH oY

Monomeére fluorescent Propriétés de fluorescence 61,6569

Ether couronne Sensibilité aux ions métalliques L

N-alkylacrylamide Modification de la VPTT of.fs. 14

L’incorporation d’un nouveau co-monomere dans les microgels n’est pas toujours
évidente. En effet, le rapport de réactivité entre les co-monomeres, le NIPAM et le BIS ne permet
pas toujours d’atteindre le taux d’incorporation désiré. Dans certains cas extréme, il est possible
que les conditions de synthese ne permettent pas la formation de microgels ou de microgels avec
une faible distribution de taille. Cette différence de réactivité peut également étre a I’origine

d’une distribution particuliere du co-monomeére dans le microgel. Par exemple, les travaux de
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I’équipe de Pelton ont permis de mettre en évidence la distribution des acides carboxyliques dans
la matrice polymére en fonction du monomére utilisé.®*”™"" L’étude du comportement des
microgels en fonction de la température leur a permis de déterminer la localisation des acides
carboxyliques lorsque le NIPAM est copolymérisé avec I’acide acryliqgue (AAc), I'acide
méthacrylique (MAA) ou encore I’acide vinylacétique (VAA) (cf Figure I. 6).

N

"D rfry 1 0 rfr, 1 [+] rfr, 1

-CO0OH Concentration

COOH Concentration
-COOH Concentration

Acide Acide Acide
méthacrylique acrylique vinylacétique

Figure I. 6 : Evolution de la concentration en acide carboxylique en fonction du rayon des microgels et schéma illustratif de leur
localisation dans la matrice. Les zones noires représentent une concentration importante d’acide et les zones blanches une
concentration nulle. Adapté de "',

De nombreuses difficultés sont également rencontrées lors de I’incorporation de monomeres
chargés dans les microgels. En effet, la présence de charges rend les polymeres plus hydrophiles,
ce qui perturbe la précipitation des nucléi lors de la synthese. L’équipe de Richtering a mis en
évidence que la majorité des acides méthacryliques copolymérisés avec le NIPAM se situe dans
les polyméres linéaires éliminés lors de I’étape de purification.” Le taux d’incorporation dans les
microgels est environ 6 fois plus important lorsque la synthese est effectuée a pH 3, lorsque les
acides carboxyliques ne sont pas chargés, que lorsqu’elle est effectuée a pH 10. L’équipe de Lyon
a également mis en évidence que les répulsions électrostatiques peuvent également limiter
I’incorporation d’un monomére porteur d’une amine primaire .”° Leurs travaux ont permis de
montrer que I’incorporation de I’'amine n’est possible qu’en présence de sel dans le milieu

réactionnel, ou lorsque la dégradation thermique de I’amorceur génere I’apparition de charges
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négatives. Dans ces conditions les répulsions électrostatiques sont diminuées, ce qui permet
I’incorporation du co-monomeére chargé. Cependant, une concentration trop élevée favorise
I’agrégation des microgels en croissance et ne permet pas la formation de microgels

monodisperses.’
I.2. Propriétés des microgels en solution

Dans cette partie nous allons aborder les propriétés des microgels de poly(NIPAM) en
solution. Nous parlerons dans un premier temps du gonflement des microgels en fonction de la
température et des différents paramétres ayant un impact sur cet état de gonflement. Nous
aborderons ensuite les propriétés des microgels en solution diluée et concentrée avant de conclure

sur leur caractére déformable.
11.2.1. Gonflement des microgels et transition de phase volumique

Comme pour les hydrogels neutres I’état de gonflement d’un microgel de poly(NIPAM)
est gouverné a la fois par I’affinité polymére-solvant (s’exprimant par le parametre de Flory) et
par la densité de réticulation du réseau. En dessous de la VPTT (32°C), les interactions polymeére-
solvant sont plus favorables que les interactions polymeére-polymere, les microgels sont alors
gonflés par le solvant. Une élévation de la température au-dessus de la VPTT provoque la
contraction des microgels. Dans ce cas les affinités polymere-polymére sont plus favorables
provoquant ainsi la déshydratation du réseau et I’effondrement de la matrice sur elle-méme : les

microgels se contractent (cf Figure 1. 7).

T>VPTT
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Dans des conditions de solvant fixées, le gonflement des microgels de poly(NIPAM)
neutre est principalement contrdlé par I’élasticité du réseau polymére lié a son taux de
réticulation. Comme le prévoit la théorie de Flory, I’augmentation de la densité de réticulant
permet de diminuer le taux de gonflement, et donc la taille de ces microgels en dessous de la
VPTT (cf Figure 1. 8).**#! Plus la fraction massique de réticulant sera élevée, plus la contribution
élastique qui s’oppose au gonflement du réseau sera importante, puisque les points de réticulation
seront plus nombreux. En revanche, la température de transition de phase reste globalement
inchangée, mais le domaine de température sur lequel elle a lieu est d’autant plus large que la

concentration en réticulant est élevée.

700 Wt % BA
=3
o5
500 | *10
Average L15
Diameter
(nm) 300}
100 d +

0 10 20 30 40 50 60
Temperature (°C)

Figure 1. 8 : Evolution du diamétre de microgels de poly(NIPAM en fonction de la température et du pourcentage massique de
réticulant. Extrait de %,

Modulation de la VPTT par modification de I’affinité polymére-solvant

La modification des affinités entre les polymeres et le solvant est I’un des leviers pour
modifier la température de transition des microgels. Dans la littérature, d’autres monomeres dont
la structure est proche de celle du NIPAM, sont utilisés pour synthétiser des microgels
thermosensibles ayant des VPTT différentes, car les affinités avec I’eau sont différentes. Citons
par exemple le N-isopropylmethacrylamide (NIPMAM),?’ le N-n-propylacrylamide (NNPAM),*
ou le N-ethylmethacrylamide (NEMAM),®® dont les microgels correspondants ont des VPTT

respectivement de 45 °C, 20°C et 65 °C (Figure 1. 9). Une légere modification de la structure
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chimique a un grand impact sur les interactions avec le solvant, entrainant ainsi la modification

de la VPTT des microgels formés.

S - CH3 CH3
Y D
HN AN O o
>7CH3 2 HN N HN>
HsC )—ChHs
> c HaC HC

Figure I. 9 : Structure chimique du NIPAM, NNPAM, NIPMAM et du NEMAM

Ha

La copolymérisation de deux monomeéres thermosensibles permet également de modifier
la VPTT des microgels. Par exemple, Iwai et al.®” ont étudié le comportement de microgels
contenant soit du NNPAM et du NIPAM soit du NIPAM et du NIPMAM. Dans chaque cas,
plusieurs compositions en monomere ont été testées ce qui leur a permis de mettre en évidence
que la VPTT des microgels coincide avec la valeur estimée grace a la loi d’additivité des
propriétés. La copolymeérisation de deux de ces trois monomeres permet d’obtenir des microgels
avec une VPTT comprise entre 20 °C et 45 °C en fonction de la composition. Cependant, la loi
d’additivité des propriétés n’est pas valable pour tous les couples de monomeéres thermosensibles.
En effet, les travaux de 1’équipe de Richtering” sur la copolymérisation du NIPAM et du N,N-
diethylacrylamide (DEEAM) ont permis de mettre en évidence que I’évolution de la VPTT des
microgels de poly(NIPAM-co-DEEAM) n’a pas une évolution monotone. Selon les auteurs, la

formation de liaisons hydrogene entre les deux monomeres serait a I’origine de ce comportement.

L’incorporation de segments hydrophiles ou hydrophobes dans les microgels permet de
changer les affinités avec le solvant conduisant a une modification de la VPTT. Par exemple,
I’incorporation d’un monomere hydrophobe, le ter-butyl acrylamide (TBAM) dans les microgels
de poly(NIPAM) a pour effet de diminuer la VPTT.%* C’est également le cas des dérivés de
I’acide phénylboronique, tres utilisés pour la détection du glucose en solution, qui peuvent étre

23,24

introduits dans les microgels soit par greffage,?*** soit par copolymérisation.®
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Cas des microgels de poly(NIPAM) chargés

Le comportement des microgels sensibles au pH est régi par la théorie de Flory des
hydrogels de polyélectrolytes (cf partie 1.4.2). Le levier pour une réponse a une variation de pH
provient de la présence de groupements ionisables dans le réseau, dont I’état d’ionisation est fixé
par le pH. En général il s’agit de groupements de type acide ou base faible, tels que des acides

carboxyliques (comme I’acide acrylique,*”™ I’acide methacrylique,®*®°

66,87 60,88,89 90,91

ou I’acide vinylacétique

), des amines, ou encore la vinylpiridine.

Les travaux de Kratz et al ont permis de mettre en évidence que la présence d’acide
acryligue dans les microgels décale la VPTT de quelques degrés Celsius. De plus, cette derniere
s’étend sur un domaine de température plus large.!” Les répulsions électrostatiques s’opposent a
la contraction du réseau et peuvent méme provoquer une transition de phase en deux temps

lorsque la composition molaire en acide acrylique est élevée (cf Figure I. 10).
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Figure 1. 10 : Evolution du taux de gonflement des microgels contenant 12,5%mol d’acide acrylique et du pH de la solution en
fonction de la température.Extraitde *'.

La premiere transition correspond a la VPTT du microgel et provoque I’expulsion de
I’eau. De ce fait, la constante diélectrique diminue ce qui renforce les répulsions électrostatiques.

L’évolution du pH indique que les protons migrent dans les microgels permettant soit d’écranter
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les répulsions électrostatiques, soit de diminuer le taux de charges par protonation des ions
carboxylates. La distribution des groupes ionisés dans la matrice a un impact sur le gonflement

des microgels et donc sur leur transition de phase volumique.

Le comportement des microgels chargés est beaucoup plus complexe lorsqu’ils ont un
caractere polyampholyte. La présence de charges positives et négatives au sein de la méme
matrice polymere ajoute des interactions attractives qui modifient le taux de gonflement des

microgels ainsi que leur stabilité colloidale.®

11.2.2. Propriétés des suspensions de microgels diluées

Une propriété remarquable des microgels en solution est leur stabilité en solution. Pour
des microgels de poly(NIPAM), la stabilité dépend de I’équilibre entre les interactions attractives
(interactions de Van der Waals) qui sont responsables du phénoméne d’agrégation et les
interactions répulsives (électrostatiques ou stériques) qui s’y opposent. Le taux de gonflement des

microgels a un impact non négligeable sur chacune de ces contributions.

En dessous de la VPTT, les microgels de poly(NIPAM) sont gonflés et la fraction
volumique d’eau est tres grande. La constante de Hamaker des microgels est donc tres proche de
celle de I’eau. Cette derniére étant faible, I’attraction de Van der Waals entre les microgels est

donc négligeable.*?

En ce qui concerne la contribution électrostatique, les seules charges
présentes dans le réseau sont celles issues de la décomposition de I’amorceur. Des mesures de
mobilité électrophorétique des microgels révelent un état de charge surfacique trés faible quelle
que soit la force ionique du solvant.®"*® De plus I"ajout de sel & la dispersion ne provoque pas
I’agrégation des particules, la stabilité n’est donc pas uniquement due aux répulsions
électrostatiques.®® La stabilisation est donc principalement d’ordre stérique et provient des

chaines pendantes en bon solvant a la surface des microgels.

Au-dessus de la VPTT, les microgels se contractent, les molécules d’eau sont expulsées
du réseau mais la stabilité colloidale est toujours assurée. Lors de la contraction, la fraction
volumique de polymeére croit ce qui provoque I’augmentation de la constante de Hamaker. Les
interactions attractives de Van der Waals sont donc plus fortes qu’a basse température. Les

chaines pendantes se désolvatent et n’assurent plus la stabilisation stérique des particules.
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Néanmoins, lors de la contraction, la densité surfacique de charge augmente car le nombre de
charges est identique alors que la taille des microgels diminue. Les répulsions électrostatiques
entre particules sont alors renforcées. L’ajout de sel dans le milieu est susceptible de provoquer
I’agrégation des microgels, ce qui confirme I’origine électrostatique de la stabilisation dans I’état

contracté. %

La stabilité et I’état de gonflement des microgels sont régis par la thermodynamique.
Toute variation de la température, du pH ou de la force ionique du solvant modifie les conditions

d’équilibre et peut provoquer des transitions abruptes de gonflement ou de I’état de dispersion.
11.2.3. Propriétés des suspensions de microgels concentrées

Formation de cristaux colloidaux

En solution concentrée, les microgels ont la faculté de former des phases ordonnées et
périodiques thermodynamiquement stables. Le premier exemple d’organisation bidimensionnelle
est rapporté par Pelton.”” L’étude au microscope électronique & balayage prouve que les
microgels forment un arrangement cristallin dont la distance entre particules est constante. Cette
distance correspond & leur diamétre hydrodynamique dans I’état gonflé.®® En 3D, I’apparition
d’une phase structurée induit des propriétés optiques comme la diffraction de Bragg. L’équipe de
Lyon rapporte I’apparition d’une irridescence ainsi qu’une augmentation de la viscosité, lorsque
la fraction volumique de microgels dépasse 0,55.%% Lorsque le cristal colloidal est chauffé au-
dela de la VPTT des microgels, les auteurs constatent la disparition de I’iridescence provoquée
par la rupture de la structure cristalline. Cependant la transition est réversible, car apres
diminution de la température, les microgels s’auto-organisent a nouveau. En revanche, une faible
variation de température autour de la VPTT modifie la diffraction de Bragg et donc la couleur

101

émise par le réseau.” La température a laquelle est préparé le cristal colloidal permet également

de controler la distance interparticule et donc la couleur diffractée.’™
Rhéologie des solutions concentrées

Contrairement aux polymeres linéaires en solution, les microgels ne peuvent pas
s’interpénétrer totalement. Ainsi, au-dela d’une certaine concentration, les microgels sont donc

stériquement confinés par leurs voisins. Steigler et al rapportent que les microgels forment des
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dispersions visqueuses qui s’apparentent & des gels pour des concentrations élevées.**% Ces
solutions concentrées se comportent comme des fluides rhéofluidifiants, mais ce caractere

s’estompe avec la température (cf Figure 1. 11).
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Figure I. 1%2: Evolution de la viscosité d’une solution de poly(NIPAM) en fonction du taux de cisaillement et de la température.
Extraitde 12,

Lorsque les microgels se contractent, la distante entre particules augmente. Les microgels sont
donc moins confinés stériguement, ce qui entraine la diminution de la viscosité du systeme.
D’autres équipes ont également étudié I’influence de la température sur les propriétés
rhéologiques.?®'® Ces études ont permis de montrer qu’une élévation de la température était
également responsable de la diminution des propriétés viscoélastiques. En effet, le module
élastique diminue d’un facteur 10 lorsque la température augmente de 28 °C a 50 °C.

Le comportement des microgels sensibles au pH a également été étudié en fonction de
I’état d’ionisation des fonctions acides carboxyliques incorporées dans la matrice.'® Les effets
sont similaires a ceux observés avec la température. Dans ce cas, la transition entre le
comportement fluide et le comportement visqueux n’est pas régi par la température mais par le
pH.
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11.2.4. Déformabilité des microgels

Une des propriétés qui différencie les solutions de microgels des suspensions de particules
dites « dures » est leur grande capacité a se déformer. Une premiére preuve de cette déformabilité

a été observée par Pelton et al.®

Les microgels adoptent une forme de « pancake » lorsqu’ils sont
adsorbés a une surface solide. Ce phénoméne est alors utilisé par I’équipe de Lyon, pour former
un réseau de microlentilles capables de modifier leur indice de réfraction en fonction de la
température ou du pH.*® Plus récemment, I’étude du comportement des microgels aux interfaces
liquides (liquide-liquide ou liquide-air), principalement menée dans le cadre des émulsions
stabilisées par des microgels, a démontré la capacité des microgels a se déformer a I’interface,
ceux-ci pouvant étre aplatis dans certains cas, ou déformés perpendiculairement a I’interface dans
d’autres cas.’®%" Ces objets se distinguent donc fondamentalement des particules solides dont
I’adsorption a I’interface est régie par les propriétés de mouillage. La déformabilité des microgels
semble avoir un impact sur la capacité des microgels & stabiliser durablement des émulsions,'*®
mais de nombreuses questions restent ouvertes sur le lien entre déformation des microgels et

propriétés de I’interface.

Cette capacité a se déformer s’avere trés intéressante pour des applications dans le domaine des
biotechnologies, ou le passage de polymeres ou de nanoparticules a travers des petits orifices est
un paramétre clef. Grace a un dispositif simple, Hendrickson et Lyon ont démontré que des
microgels de poly(NIPAM) contenant 2%mol de réticulant traversent des pores dont le diameétre
est 10 fois plus petit que le diamétre hydrodynamique des particules.’®® Ce passage est observé
lorsqu’une surpression d’environ 70 mm Hg est appliquée, ce qui est comparable a la surpression
mesurée dans un rein humain pour expulser les impuretés du sang vers les urines. Plus
récemment, la méme équipe a réussi a établir un lien entre le temps nécessaire a traverser I’orifice

et le mécanisme de passage.”'*!*

Lorsque la surpression est plus élevée (150 mm Hg), les
microgels traversent les pores plus rapidement, sans se déshydrater, contrairement aux faibles

surpressions ou le passage est lent et la déeformation induit une déshydratation (cf Figure 1. 12).
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Figure 1. 12 : Passage des microgels a travers un pore (a) avec une surpression de 70 mm Hg (b) ou de 150 mm Hg. Les
variations de courant sont la preuve du passage des microgels a travers les pores et permettent de déterminer s’ils se déhydratent
ou non. Extrait de 2,

L’étude de la biodistribution in vivo d’hydrogels de taille comprise entre 0.8 et 8.9 um dans les
organes de souris met également en évidence le caractére déformable de ces objets.**® Aprés
injection dans la circulation sanguine, les hydrogels s’accumulent dans les organes en fonction de
leur taille. L originalité de ces travaux réside dans le fait que certains organes sont capables de
stocker des microgels pendant plusieurs dizaines d’heures puis de les relacher.

l1l.Microgels multifonctionnels

Le développement des applications des microgels passe par une modularité de leurs
propriétés et notamment de leur fontionnalité. Pour cela, différents matériaux ont été synthétisés,
combinant les propriétés des microgels a celles des particules inorganiques, ou des microgels a
des entités biologiques. Le contrble de la structure interne des microgels est également un
élément essentiel afin de leur conférer une réponse hiérarchique a différents stimuli. Dans cette
partie, nous présenterons successivement les procédés mis en ceuvre pour le contrdle de cette
structure interne (des particules composées d’hydrogel uniquement), puis nous aborderons les
microgels hybrides organiques-inorganiques, ainsi que les microgels conjugués a une
biomolécule.
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[1l.1. Contréle des structures a base de gel

l11.1.1. Microgels cceur-ecorces

D’une maniére générale les microgels cceur-écorces peuvent étre divisés en deux classes :
celle dont le cceur est composé d’un matériau autre que des hydrogels avec une écorce d’hydrogel
et celle dont le cceur et I’écorce sont composés d’hydrogels. Dans cette partie nous ne détaillerons
que les microgels coeur-écorces entierement composeés d’hydrogels. Ces matériaux sont préparés
par polymérisation par précipitation en deux étapes.”® Dans un premier temps les cceurs sont
synthétisés selon le méme procédé que celui utilisé pour les microgels en batch. Apres
purification la solution de « cceur » sert de germes a une seconde étape de polymérisation. La
solution est chauffée a 70 °C puis une solution de monomeres est ensuite ajoutée avant d’amorcer
la polymérisation. Cette méthode permet d’obtenir des microgels monodisperses puisque tous les
oligomeres formés dans la seconde étape précipitent sur les cceurs hydrophobes (car la
température est supérieure a la VPTT) et constituent une écorce autour de ces derniers. Afin
d’éviter I’apparition d’une nouvelle population, certains paramétres sont cruciaux comme la
concentration des « cceurs », de I’amorceur, des tensio-actifs et des monomeres qui formeront
I’écorce. La concentration en monomere utilisée lors de la seconde étape permet également de
controler I’épaisseur de I’écorce.>*** Par cette méthode, des microgels dont le cceur et I’écorce
ont des structures ou des fonctionnalités différentes sont préparés. Cette stratégie permet la
synthése de microgels ayant plusieurs VPTT.®™*M° | "équipe de Richetring a étudié des
microgels dont le cceur est composé de poly(NIPAM) et I’écorce de poly(NIPMAM). "4 Ces
microgels ont la particularité d’avoir deux transitions de phase, I’'une aux alentours de 32 °C
(VPTT du poly(NIPAM) et la seconde a 45 °C (VPTT du poly(NIPMAM) (cf Figure 1. 13).
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Figure I. 13 : Diamétre hydrodynamique en fonction de la température de microgels dont le cceur est composé de poly(NIPAM) et
I’écorce de poly(NIPMAM). Extrait de **°.

Cependant lorsque la composition du cceur et de I’écorce des microgels précédents est
inversée, les propriétés en fonction de la température sont modifiées.**® Lorsqu’ils sont refroidis,
les cceurs (dont la VPTT est de 45 °C) ne peuvent pas gonfler tant que la température n’est pas
inférieure a la VPTT du poly(NIPAM). Le cceur est donc contraint de rester contracté a cause de

la compression exercée par I’écorce. Des études plus approfondies par diffusion de neutrons aux

115,116 117,118

petits angles ou par analyse thermique différentielle montrent que d’une maniére

générale I’écorce a un effet mécanique qui perturbe I’équilibre de gonflement thermodynamique

119 ot de son taux de réticulation.*®

du cceur. Cet effet varie en fonction de I’épaisseur de I’écorce
Il en résulte que I’épaisseur de I’écorce ne peut pas étre calculée simplement a partir du diametre
des cceurs et du diamétre des microgels cceur-écorces. Cette méthode de synthése a permis a
notre équipe se synthétiser des microgels cceur-écorces, dont I’écorce est sensible au glucose

grace a I’introduction d’un dérivé de I’acide phénylboronique dans cette derniére.>

[11.1.2. Capsules d’hydrogels

Les capsules d’hydrogels désignent des microgels qui ne possédent pas de cceur. Elles
sont uniguement constituées d’une écorce d’hydrogel en suspension dans un solvant. Il existe
différentes techniques pour obtenir ces matériaux. La premiére, qui est également la plus utilisée,

consiste a polymériser une écorce d’hydrogel sur un cceur sacrificiel. De nombreux cceurs
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sacrificiels ont été utilisés avec succes : un cceur d’hydrogel réticulé par un réticulant susceptible
d’étre dégradé dans un second temps,*?! un coeur de polystyréne dissout dans le tetrahydrofuran
(THF),*?2 un ceeur de silice dissout par de I’acide fluorhydrique,*?® ou encore un cceur d’or

dissout par du cyanure de potassium (KCN).}#

Cette technique de syntheése nécessite trois étapes
différentes :

- la synthése du cceur sacrificiel

- lasynthése de I’écorce d’hydrogels autour des cceurs

- ladissolution du ceeur.

Une autre technique, quant a elle, peut étre réalisée en une seule étape grace a la polymérisation
par précipitation « semi-batch ».** Une solution contenant uniquement du NIPAM est chauffée &
70 °C. La polymérisation est ensuite amorcée, permettant I’apparition d’oligoradicaux qui vont
précipiter et former des agrégats stables. Une solution, contenant du NIPAM et le réticulant, est
ensuite ajoutée goutte a goutte pour former I’écorce autour des polymeres non réticulés. Une fois
la solution refroidie, les polymeres peuvent alors diffuser en-dehors de la matrice, ou ils sont
éliminés par des cycles de centrifugation-redispersion.

Les émulsions sont également de bons candidats pour étre utilisées comme cceur sacrificiel pour
la préparation de capsules.’®® Les précurseurs qui constitueront une écorce autour des gouttes de
la phase dispersée sont dissouts dans la phase dispersante. L’inconvénient majeur de cette
technique est que la taille des gouttes de la phase dispersée fixe la taille des capsules, ce qui ne
permet pas d’obtenir des capsules aussi petites et aussi monodisperses que par les techniques
rapportées précédemment. Dans le but de limiter la polydispersité des particules, I’équipe de Chu
et celle de Weitz se servent de la microfluidique et des techniques de co-jetting.’?"'?® Des
émulsions doubles (huile/eau/huile) sont formées dans des canaux microfluidiques (cf Figure I.
14). Afin d’obtenir des capsules thermosensibles deux voies sont étudiées. La premiére consiste a
injecter une phase agqueuse contenant des microgels de poly(NIPAM) et des alginates. Une fois la
double émulsion formée, les gouttes tombent dans une solution de CaCl,, ce qui provoque la
formation d’un gel physique avec les alginates, piégeant ainsi les microgels (cf Figure I. 14. a).
Dans la seconde voie, des polymeéres linéaires de poly(NIPAM) modifiés avec des groupements

129

photopolymérisables sont dissouts dans la phase aqueuse.”™ Aprées formation des gouttes, ces

dernieres sont exposées aux radiations UV pour réticuler chimiquement les macromolécules (cf
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Figure I. 14. b). Le diametre des capsules préparées est d’environ une centaine de um, ce qui
reste plus grand que celui des capsules synthétisées par les techniques de polymeérisation par
précipitation. La modification des débits de chacune des phases permet non seulement de
controler I’épaisseur de I’écorce d’hydrogel, mais également d’obtenir des structures complexes

comme des capsules multi-cceurs,*?® ou des capsules dissymétriques.**
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Figure 1. 14 : Schéma des dispositifs microfluidiques. Le schéma a) représente le montage développé par I’équipe de Chu. La
phase interne est injectée dans un microcanal de section carrée, qui se trouve dans un second canal circulaire dans lequel est
injectée la solution d’alginate. A I’extrémité du canal, une goutte d’huile entourée d’une couche d’alginate se forme et tombe dans
une solution de CaCl, entrainant la réticulation des polymeéres. Les capsules sont ensuite stockées en solution. Le dispositif b) est
développé par I'équipe de Weitz. La premiere jonction permet la formation de gouttes d’huile dans une solution aqueuse de
poly(NIPAM) biphasique. Au niveau de la seconde jonction une double émulsion huile/eau/huile est créée pour former la
ztmlgl{gg des capsules. La structure est ensuite figée par réticulation des chaines polymeéres lors de I”exposition aux UV. Adapté
e~

l11.2. Microgels fonctionnels

[11.2.1. Microgels composites

Les microgels composites peuvent avoir des structures différentes : soit ils contiennent de
nombreuses nanoparticules, dont le diamétre est tres inférieur a celui des microgels, soit les

microgels sont composés d’un ceeur inorganique et d’une écorce de microgel.

Dans le premier cas, deux approches distinctes sont utilisées pour incorporer les nanoparticules
dans les microgels déja formés. La premiére stratégie consiste a utiliser la matrice polymere

comme gabarit pour la synthése des nanoparticules. Ces derniéres sont piégées dans la matrice
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soit physiquement, soit par le bais de liaisons hydrogene ou d’interactions
électrostatiques.®*****%? La seconde approche consiste & incorporer les nanoparticules préformées
par diffusion dans les microgels. Les nanoparticules peuvent interagir avec les polymeéres par le
biais de liaisons hydrogéne ou d’interactions électrostatiques.’**** Cette technique a I’avantage
d’étre simple a mettre en place et permet un ajustement des propriétés des nanoparticules avant
leur incorporation. Ces deux approches permettent de préparer une grande variété de microgels
composites qui contiennent des polymeéres conducteurs,’****® des nanoparticules de métaux

139190 5 de semi-conducteurs.”****! Dans la plupart des cas, les

nobles,****® d’oxyde métallique,
microgels conservent leur sensibilité aux stimuli, mais ils possédent également les propriétés
physiques et chimiques des nanoparticules introduites comme le magnétisme, la conduction

électrique ou encore la fluorescence.

La polymérisation par précipitation offre I’opportunité d’incorporer des nanoparticules
pendant la synthése des microgels. Les nanoparticules sont mises en suspension dans |’eau
contenant le mélange de monomeres précurseurs des microgels. A I’issue de cette synthese, soit
les nanoparticules sont piégées physiquement**> dans la matrice polymére, soit elles se lient
chimiquement au polymére par des liaisons covalentes**® ou des liaisons hydrogéne. Par cette
approche il est également possible d’obtenir les mémes types de matériaux que ceux cités

précédemment.

Les structures du type cceur écorce avec un cceur inorganique sont obtenues généralement
en plusieurs étapes qui sont : la préparation du cceur, un éventuel traitement de surface pour fixer
des groupements polymeérisables a la surface des nanoparticules et enfin la synthése de I’écorce.
D’une maniere générale, ces structures sont intéressantes car elles permettent I’obtention de
capsules par dissolution de la nanoparticule située au coeur.*”**?* Par cette méthode, des écorces

123,144 d’or 124,145
H

de polymeres sont préparées autour de nanoparticules de silice, ou de ceeurs

ayant une structure plus complexe comme des particules de silice enrobées d’or.**
[11.2.2. Microgels hybrides

Les microgels appelés hybrides sont en regle générale des microgels dont la structure
contient des biomolécules. Ces derniéres, étant sensibles aux conditions imposées par la

polymérisation par précipitation (présence de radicaux, température), sont introduites dans un
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deuxieme temps. Pour cela les microgels sont synthétisés en présence d’une faible quantité de co-
monomere porteur d’acide ou de base. Ces fonctions sont ensuite utilisées pour greffer les
biomolécules en question. De cette maniére, I’équipe de Kawaguchi a développé des microgels
thermosensibles fonctionnalisés par des enzymes.**®*#" Ces travaux montrent que les propriétés
thermosensibles des microgels permettent de moduler I’activité de I’enzyme. Les chaines, qui
sont modifiées par I’enzyme, ont une transition de phase plus élevée (38 °C) que les chaines de
poly(NIPAM). Ainsi en dessous de 32 °C, les enzymes sont entourées de polymere, ce qui géne
la diffusion du substrat vers I’enzyme (cf Figure I. 15). Mais lorsque la température est comprise
entre 32 °C et 38 °C les chaines de poly(NIPAM) non fonctionnalisées sont sous forme de
globules permettant ainsi au substrat d’atteindre librement I’enzyme.

® enzyme

-/ pnipam

Low €<= Temperature ¢ High

Figure I. 15 : Schéma représentatif de la surface des microgels en fonction de la température. Adapté de **.

Si le taux de gonflement des microgels a un impact sur I’activité de la biomolécule, cette
derniére peut également étre a I’origine d’une variation du gonflement de la matrice polymere.
Par exemple, I’oxydation du glucose par la glucose oxydase dans un gel sensible au pH est
susceptible de provoquer une modification du taux de gonflement.**® Lors de cette conversion, le
pH au sein du gel diminue. Ainsi le gel étant lui-méme sensible au pH, il change d’état, soit en
gonflant, soit en se contractant, en fonction de la composition de la matrice polymere.

IV.Applications des microgels stimulables

IV.1. Les différents secteurs d’application

Les différentes propriétés des microgels thermosensibles leur permettent de trouver des

applications dans des domaines d’activités distincts et en particulier dans le domaine biomédical.
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Ces matériaux ont I’avantage d’étre biocompatibles, car leurs propriétés sont comparables a
celles des tissus vivants (composés majoritairement d’eau, déformable, faible tension de surface
avec I’eau ou les fluides biologiques).* De plus I’aspect stimulable en fait de trés bons candidats
pour la délivrance contrdlée de principes actifs.®***°*** LLa modification chimique de la matrice
polymere permet de conférer aux microgels la capacité d’adhérer a des tissus spécifiques, ainsi
que de les marquer en vue de leur détection. Ces propriétés leur promettent de futures
applications en tant que marqueurs pour I’imagerie médicale.®**>**® Ces matériaux offrent
également I’opportunité de réaliser des capteurs ou des biocapteurs. Cette application sera
détaillée dans la suite de ce chapitre.

Grace a leurs propriétés, ces matériaux peuvent non seulement étre utilisés pour le traitement de
surface,™’ mais aussi dans le domaine de la dépollution et plus particuliérement le traitement des
eaux.’®® Ils sont également utilisés dans le domaine de la formulation pour stabiliser des mousses
ou des émulsions.®*°1% | es études menées a propos de cette derniére application seront décrites

dans le troisiéme chapitre du manuscrit.
IV.2. Capteurs et biocapteurs

Par définition, un capteur est un dispositif qui transforme une grandeur physique ou
chimique en une grandeur utilisable. Les hydrogels ou microgels stimulables représentent une
plateforme idéale pour I’élaboration de capteurs et de biocapteurs, puisqu’ils ont la capacité de
modifier leurs propriétés physico-chimiques en réponse a un stimulus. Les capteurs ou
biocapteurs réalisés sur ce principe utilisent principalement les phénomeénes optiques comme
moyen de transduction. Les microgels sont tout particulierement attractifs par rapport aux
hydrogels macroscopiques du fait de leur rapidité de réponse aux stimuli.

Modification de la longueur du chemin optique et de I’indice de réfraction

Les propriétés optiques des gels et notamment leur indice de réfraction, évoluent en
fonction de leur état de gonflement. L équipe de Stokke a ainsi développé un capteur au glucose
en exploitant ce phénomeéne.™® Un film d’hydrogel est immobilisé sur la pointe d’une fibre
optique permettant ainsi de modifier la longueur du chemin optique dans le dispositif en fonction

du taux de gonflement du gel. Ces variations de chemin optique sont détectées grace a
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I’utilisation d’un Fabry-Perot.!® D’autres capteurs, utilisant la modification de I’indice de
réfraction comme méthode de transduction sont principalement développés par I’équipe de Lyon.
Ces travaux ont prouvé que lorsque les microgels sont adsorbés sur une surface transparente, ils
se comportent comme des lentilles,"® dont la distance focale peut &tre modifiée en réponse a la

température ou au pH.'®

Figure 1. 16 : Clichés de microscopie optique de la projection d’une image a travers un méme microgel dans un état de
gonflement différent en fonction de la température. Adapté de %,

Cette propriété provient de leur forme hémisphérique et de la différence d’indice de réfraction
entre I’état gonflé et I’état contracté. Par la suite, les travaux de cette équipe se sont orientés sur
la structure chimique de la matrice dans le but de développer des microgels sensibles aux

protéines, 33162163

Diffraction de Bragg

Afin de traduire la variation de volume en signal optique, différentes équipes ont eu
I’idée de coupler les hydrogels a un réseau périodique capable de diffracter la lumiére visible
(diffraction de Bragg). La structure cristalline étant asservie a I’hydrogel, la périodicité du réseau,

et donc la longueur d’onde diffractée, évolue en fonction du taux de gonflement. Asher et al. ont
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étudié la diffraction de la lumiére d’un hydrogel dans lequel est incorporé un réseau périodique
de nanoparticules de polystyréne (PS).2** La longueur d’onde de la lumiére diffractée par ce
systeme, appelé Polymerized Colloidal Crystal Array (PCCA), augmente lorsque le gel gonfle en
réponse a un stimulus (cf Figure 1. 17).
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Figure I. 17 : Principe de fonctionnement d’un PCCA et Ionguel%g d’onde diffractée en fonction de I’état de gonflement. Extrait de

Les mémes propriétés optiques sont conserveées si I’inclusion de particules est remplacée par un
réseau de cavités. Ce type de matériau qui porte le nom d’opale inverse, est trés intéressant car la
présence d’espaces vides dans le gel améliore la diffusion des espéeces, ce qui a pour conséquence
de diminuer le temps de réponse de la structure. Pour préparer ces matériaux, Kataoka et al.
polymérisent un hydrogel dans les interstices d’un cristal colloidal de particules de silice.'®
Ensuite, les particules sont dissoutes pour finalement obtenir I’opale inverse. Une derniére
stratégie pour modifier la diffraction de Bragg est de former un cristal colloidal avec des
microgels stimulables. Comme nous I’avons mentionné précédemment dans la partie 11.2.3, ce
type de structure est obtenu a partir de solutions de particules concentrées. L’équipe d’Asher a
mis en évidence que lorsque les microgels sont gonflés, la diffraction de Bragg est faible,

contrairement & celle observée dans I’état contracté.’®® Ce principe est alors utilisé pour préparer
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6

des cristaux colloidaux permettant de détecter une variation de la température’® ou de la

concentration en glucose (cf Figure I. 18).?

" With Glucose (10 mM)

g et s

TR ey

Figztére 1. 18 : Photographie d’un cristal colloidal de microgels sensibles au glucose en présence et en absence de glucose. Extrait
de

Une stratégie intéressante, développée par Hu et al., consiste a réticuler les microgels une fois
qu’ils sont organisés. La réticulation permet de maintenir la structure cristalline méme en dehors
du tube & essai dans lequel elle a été préparée.'®” La couleur de ce cristal est modifiée par un
changement de température ou par la présence d’un champ électrique.

Modification des propriétés de fluorescence

La fluorescence est une méthode de transduction souvent utilisée pour le design de
capteur ou de biocapteur. De nombreux microgels fluorescents, dont les propriétés de
fluorescence évoluent en fonction du taux de gonflement, ont été synthétisés avec succes. Les
causes de la modification de la fluorescence dépendent du type de luminophore utiliseé.

Un exemple original de capteur de température est rapporté par Uchiyama et al.**® L introduction
de différents fluorophores organiques sensibles a la polarité de leur environnement permet de
moduler la fluorescence des microgels.®”*®® En effet, la diminution de I’hydrophilie qui a lieu
dans la matrice polymere lors de la contraction, provoque une exaltation de la fluorescence. Le
méme type de microgels est également obtenu en utilisant un fluorophore sensible au changement

de viscosité induite par la contraction des microgels.*”

Les quantum dot sont des nanocristaux composés de semi-conducteurs qui possédent des

propriétés optiques différentes selon leur taille."”* Plusieurs études rapportent I’utilisation de ces

4 133
H

matériaux pour la préparation de capteurs sensibles a la température,’** au p et au
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glucose."®!"® Ces nanocristaux luminescents ont I’avantage d’avoir des spectres d’absorption et
d’émission beaucoup plus étroits, ainsi qu’un rendement quantique plus élevé que les
fluorophores organiques dont nous avons parlé précédemment. Cette propriété permet alors
d’obtenir des mesures plus précises lors de leurs diverses applications. Un autre avantage de ces
cristaux est qu’ils sont beaucoup moins sujets au photoblanchiment. Ce phénomeéne a trés souvent
lieu avec des fluorophores organiques, car le passage dans un état excité peut entrainer la
modification chimique de la structure et ainsi stopper le phénoméne de fluorescence. Cependant,
leur incorporation dans la matrice polymere nécessite un traitement de surface pour le lier, par le
biais de liaisons covalentes'’ ou de liaisons hydrogéne,*” & la matrice polymére. La modification
des propriétés de luminescence est également provoquée par le changement d’hydrophobie de

leur environnement ou par les contraintes exercées sur leur surface lorsqu’ils sont copolymériseés.

Le phénoméne de FRET, (Forster Resonance Energy Transfert), dont le principe sera détaillé
dans le chapitre 1l de ce manuscrit, est également un bon moyen de transduction. Les propriétés
optiques de deux fluorophores, capables d’échanger de I’énergie, évoluent en fonction de la
distance qui les sépare. Le gonflement et la contraction des microgels permettent de modifier
cette distance en réponse a un stimulus. De nombreux capteurs utilisant ce moyen de transduction
ont été développés durant ces dix derniéres années. Par exemple, I’équipe de Klimant rapporte la
préparation de microgels a base de NIPAM, d’un dérivé de I’acide phényboronique et d’un
couple de fluorophores pour la détection du glucose en solution.’”® La complexation du glucose
par les boronates modifie le taux de gonflement des microgels et donc la distance qui sépare les
fluorophores. Lorsque la distance augmente, le transfert d’énergie est moins efficace, ce qui
implique une diminution de I’intensité de fluorescence de la molécule qui recoit I’énergie au
profit de celle qui la céde. Ces travaux montrent une bonne corrélation entre I’évolution des

propriétés de fluorescence et la concentration en glucose du milieu a pH 8,5.
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Figure 1. 19 : Schéma de la réponse des microgels au glucose impliquant une variation de distance entre les fluorophores.

Dans une seconde étude datant de 2009, la composition des microgels est ajustée afin d’obtenir
une cinétique plus rapide et une réponse au glucose a pH 7,9, ce qui leur permet de se rapprocher
des conditions physiologiques.*’” Un autre capteur de glucose & pH 8,5 est également développé
par I’équipe de Liu.}® La formulation des microgels est proche de celle utilisée par Klimant lors
de la premiére étude, seul le choix des fluorophores est différent. Cette nouvelle formulation
permet également la transduction de la réponse des microgels au glucose avec une bonne

sensibilité.

Sur le méme principe I’équipe de Liu a également développé des capteurs sensibles a la
présence des ions potassium (K*).*"® La structure du microgel est identique & celle utilisée pour
les capteurs au glucose, mais le dérivé de I’acide phénylboronique est remplacé par des éthers
couronnes capables d’immobiliser les ions K* dans la matrice polymére. La présence des ions
potassium dans le réseau augmente la transition de phase des microgels. Ainsi, pour une
température située entre les températures de transition de phase en présence et en absence de K,
I’ajout de ce dernier provoque le gonflement des microgels et donc diminue I’efficacité du FRET.
Le méme effet est rapporté avec des microgels contenant des groupements qui produisent des
ions carboxylates sous irradiation UV.® Ces systémes sont donc sensibles & la lumiére.

Le phénomeéne de FRET est également reporté au sein de microgels ayant une architecture de

type cceur écorce. Ce type de structure offre I’opportunité de concevoir des microgels dont la

-42 -



Chapitre | : Les microgels stimulables : synthese, propriétés et applications

réponse a un stimulus se fait en deux temps. Par exemple les travaux de Okada et al décrivent la
préparation de microgels dont le cceur est constitué de NIPAM et I’écorce de NIPAM et de N,N-

180 Ces matériaux ont alors la propriété d’avoir deux températures différentes

diethylacrylamide.
de transition de phase : celle de I’écorce vers 19°C et celle du cceur a 32°C. L’incorporation de
monomeres dérivés de la fluorescéine et de la rhodamine dans le cceur et dans I’écorce, permet
d’augmenter I’efficacité du FRET a chaque température de transition. Cette premiére approche
est trés intéressante pour la conception de matériaux multisensibles. Ce phénomeéne est également
utilisé par I’équipe de Lyon dans le but d’étudier I’impact de I’écorce sur les propriétés du cceur
des microgels.**®! Dans un premier temps les cceurs des microgels sont préparés essentiellement
a partir de NIPAM, et sont ensuite fonctionnalisés avec deux marqueurs issus de la famille des
cyanines.® L’étude du FRET en fonction de la température avant et aprés la synthése de I’écorce
a révélé que le transfert était plus efficace en présence d’une écorce. Les auteurs en ont donc
conclu que I’écorce exerce une pression sur le cceur, qui est alors plus contracté qu’en absence

d’écorce.

Au sein de microgels, la majorité des phénomeénes de transfert d’énergie par résonnance a lieu
entre deux fluorophores, car il est relativement facile de les incorporer au réseau de polymeéres.
Cependant, il existe tout de méme une étude ou le phénoméne de FRET est décrit entre des
quantums dots de CdTe de tailles différentes.*** Les quantum dots sont recouverts de thioglycerol
afin qu’ils puissent étre immobilisés dans le microgel de poly(NIPAM) par des liaisons
hydrogénes. Une augmentation de la température provoque la contraction des microgels ainsi que
le changement de couleur de la fluorescence, ce qui constitue une preuve que le transfert

d’énergie par résonnance se produit.

Une derniére méthode de transduction qui repose également sur la distance entre deux
entités immobilisées dans une matrice polymere stimulable est décrite par I’équipe de Liz-
Marzan. Les auteurs rapportent I’influence de la distance entre une nanoparticule d’or constituant
le coeur d’un microgel et des fluorophores organiques présents dans I’écorce stimulable.’®? La
fluorescence des molécules organiques est exaltée lorsqu’elles se rapprochent du cceur
métallique. En revanche, ce phénomene, nommé SEF (Surface Enhanced Fluorescence), n’a plus
lieu lorsque le fluorophore est trop proche du métal, car, dans ce cas, la fluorescence est quenchée

par ce dernier.'®®
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Cette étude bibliographique nous a permis de décrire les propriétés principales des microgels, a
savoir leur déformabilité et leur caractére stimulable, et de montrer que les microgels peuvent
répondre a de nombreuses applications, en particulier dans le domaine des capteurs. Toutefois, de

nombreuses questions restent encore ouvertes a ce jour
V. Présentation des enjeux de la these

Cette thése a pour but d’apporter une contribution pour mieux appréhender le
comportement des microgels en solution et aux interfaces, tout en explorant de nouvelles voies

pour étendre les applications des microgels.

Ainsi, une premiere partie du travail sera dédiée a I’étude de microgels électrochimiluminescents.
Au cours des dernieres années, des travaux ont commencé a porter sur I’étude de polymeres
redox stimulables. Ils visent principalement a générer des transitions de phase sur le gel en

modifiant I’état redox de I’espéce électroactive incorporée.’®*

Par ailleurs, I'impact de I’état de
gonflement d’un hydrogel stimulable immobilisé a la surface d’une électrode a été étudié sur la
cinétique des réactions électrochimiques. Il a ét¢é montré que dans I’état contracté, le gel est
capable de ralentir la diffusion des espéces électroactives vers I’électrode.'®® Cependant, les
microgels n’ont pas encore été étudiés d’un point de vue électrochimique. Nous souhaitons
aborder cette question a travers des microgels porteurs de motifs redox et luminescents. Les

questions sous-jacentes a ce travail sont les suivantes :

- Les entités électroactives, inclues dans les microgels, sont-elles adressables
électrochimiquement avec une électrode ?
- Le taux de gonflement a-t-il un impact sur les réactions électrochimiques au sein de la

matrice polymeére ?
Ces deux aspects seront abordés dans le chapitre Il de ce manuscrit.

Dans une deuxiéme partie, nous explorerons le role de la déformabilité des microgels sur
leur comportement a une interface. Nous avons pu montrer que la déformabilité des microgels
leur confére des propriétés remarquables par rapport aux particules dures. Ils peuvent notamment
se révéler intéressants pour leur utilisation in vivo, dans des milieux complexes ou leur

déformabilité sera un atout pour passer des obstacles. Ce critere peut en effet modifier leur
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comportement pour des étapes comme la pénétration dans une cellule ou encore leur excrétion.
Leur déformabilité est également mise en évidence par leur comportement aux interfaces. Les
travaux récents entrepris sur les interfaces liquides ont révélé la complexité de leur
comportement, qui se traduit par leur adsorption dans des conformations différentes. Ainsi,
I’étude du comportement des microgels aux interfaces liquides devrait permettre de mieux
appréhender le comportement des microgels dans des milieux complexes. Cette étude fera I’objet

du chapitre I11.

Enfin, la revue bibliographique nous a également permis de montrer la richesse des
comportements des microgels, capables de répondre a différents stimuli, et ce, de fagon
hiérarchisée, grace a la maitrise de leur structure interne. Dans ce domaine, la voie de fabrication
de microgels non symétriques, présentant deux fonctionnalités différentiées sur chaque
hémisphere du microgel, n’a pas été explorée. Ces nouvelles architectures pourraient voir le jour
en fonctionnalisant les microgels adsorbés a une interface. Cette étude fera I’objet du
chapitre IV. L’enjeu serait ici de pouvoir stimuler et déformer de facon différentiée chaque
hémispheére.
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Introduction au chapitre

Le but de ce chapitre est de développer une nouvelle gamme de capteurs/biocapteurs a
partir de microgels stimulables qui possedent des propriétés spectroscopiques. De nombreux
biocapteurs a base d’hydrogels ou de microgels, qui tirent profit de la modification des propriétés
physiques de la matrice polymeére lors des variations de taux de gonflement en réponse a un
stimulus, ont été développés.® Ils associent un élément de reconnaissance moléculaire, tels qu’une
enzyme ou un ligand, a la matrice. Le processus de reconnaissance moléculaire de I’espéce cible
engendre un changement physico-chimique (interactions polymere-solvant, densité de charge ou
de réticulation, conformation, etc.) qui provoque la modulation du gonflement.? Des microgels

sensibles & des cations,® au glucose,*” ou & un antigéne ont ainsi été décrits.

Parmi les différents moyens de transduction, la luminescence occupe une place de choix (cf
Figure 1. 1).

Stimulus

(AT, pH, [biomolécule], etc...) -

Figure 1. 1 : Schéma d’un microgel dont les propriétés de luminescence sont modifiées lors du changement du taux de
gonflement en réponse & un stimulus.

Des microgels fluorescents, dont I’intensité change en fonction du gonflement, ont été
développés sur la base de différents mécanismes tels que la modification de polarité des
fluorophores,” le transfert d’énergie entre fluorophores donneurs et accepteurs,® ou
I’incorporation de quantum dots.** Parmi les différents modes d’excitation des fluorophores, nous
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avons choisi I’électrochimiluminescence (ECL), car cette technique présente de nombreux
avantages tels que la simplicité d’utilisation, la génération in situ des réactifs, une bonne
sensibilité et une forte sélectivité. L état excité émettant la luminescence est obtenu suite a une
cascade de réactions qui est déclenchée par un transfert électronique se produisant directement a
la surface d’une électrode. De nombreux systemes alliant I’électrochimie et les polymeres ont été
étudiés.' Cette association permet de concevoir des matériaux dont les propriétés optiques sont

modifiées par des réactions d’oxydo-réduction & la surface d’une électrode,***

ou de provoquer
des transitions du type sol-gel par oxydation ou réduction chimique.>*° La fonctionnalisation de
la surface d’une électrode avec des polymeéres stimulables permet également de moduler les

réactions d’oxydo-réduction en fonction de leur solvatation dans le milieu.!’

Notre étude nécessite d’introduire une espece électroactive dans la matrice polymere
capable de générer un signal d’ECL. Ce concept n’ayant pas encore été étudié, une question
fondamentale se pose : comment se comportent les microgels d’un point de vu électrochimique et
ECL ? Afin de répondre a cette question, nous avons étudié les propriétées d’ECL d’un complexe
de ruthénium incorporé dans une matrice polymére thermosensible en fonction du taux de
gonflement de cette derniére. Nous pourrions nous attendre a une diminution du signal émis
lorsque la matrice se contracte, car la diffusion du co-réactif dans les microgels, nécessaire a
I’émission d’un signal lumineux, peut étre ralentie. Ce concept sera ensuite étendu pour préparer
des matériaux dont les propriétés de luminescence sont modifiées par la concentration en glucose
ou en fructose du milieu. Enfin, nous étudierons le transfert d’énergie entre deux fluorophores,
liés de maniére covalente aux microgels, en fonction de la température. Tout au long de ce
chapitre, les propriétés luminescentes des microgels excités par voie électrochimique seront

comparées a celles obtenues par photoluminescence.
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|. L’électrochimiluminescence (ECL)

L’électrochimiluminescence, ou luminescence électrogénérée, est un procédé ou des
espéeces chimiques générées a la surface d’une électrode participent a des transferts d’électrons.
Ces électrons hauts en énergie vont permettre a des molécules particuliéres, de type luminophore,
d’atteindre leur état excité et ensuite d’émettre de la lumiére sous forme de photons en retournant
a leur état fondamental.’®*° L’ECL posséde de nombreux avantages sur la photoluminescence et
la chimiluminescence. Premierement, certains réactifs peuvent étre  régénérés
électrochimiquement a la surface de I’électrode durant le processus, permettant ainsi d’augmenter
la sensibilité de la mesure. De plus la combinaison de I’électrochimie et de la luminescence
permet le contrdle spatial et temporel de la génération de I’état excité, car il a lieu au voisinage
d’une électrode pour une valeur de potentiel bien définie. Un dernier avantage que nous pouvons
citer, est I’absence de source lumineuse permettant ainsi de s’affranchir du bruit issu de la
diffusion de lumiére et de I’émission d’autres espéces luminescentes présentes dans le milieu.**?
Grace a ces atouts I’ECL est une technique trés sensible, sélective, avec un excellent rapport

signal sur bruit.
l.1. Apercu historique de I’électrochimiluminescence

Bien que I’émission de lumiére lors de réactions électrochimiques a été observée pour la

premiére fois dans les années 1920%#

, il faudra attendre jusqu’au milieu des années 1960 pour
que les premiéres études détaillées d’ECL soient rapportées par Hercules® et Bard.
L’observation de I’émission de lumiére lors de I’application alternative d’un potentiel positif et
d’un potentiel négatif en présence d’un hydrocarbure aromatique, leur a permis de suggérer un
mécanisme mettant en jeu des transferts d’électrons. Un peu plus tard, en 1972, il a été rapporté
que le complexe métallique, le ruthénium(Il)tris(2,2’-bipyridine) (noté par la suite Ru(bipy)s*")
est aussi a I’origine d’une émission de lumiere lors d’expériences de voltampérométrie cyclique a
la surface d’une électrode de platine.”® En 1977, I’observation d’émission lumineuse lors de
I’oxydation simultanée d’oxalate et de luminophore tels que le 9,10-diphénylanthracene (DPA)
ou encore des complexes de ruthénium(I1) ou d’osmium(11)?® représente une avancée majeure. En

effet, ces travaux ont permis la découverte de I’ECL générée avec I’utilisation d’un co-réactif.
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Une dizaine d’années plus tard d’autres co-réactifs seront découverts, comme les amines
aliphatiques et plus particuliérement la tri-n-propylamine (TPrA), qui est rapportée comme |’un
des co-réactifs les plus efficaces pour la génération d’ECL.>"*® De plus, avec les amines
aliphatiques il est possible de générer un signal ECL en solution aqueuse et non uniquement dans
un solvant organique. Grace a sa grande sensibilité et sélectivité, I’'ECL trouve de nombreuses
applications dans le domaine analytique. La premiére d’entre elles a d’ailleurs été rapportée dans
le début des années 1990.° De nos jours I’ECL est également couplée & d’autres techniques
d’analyse telles que la chromatographie en phase liquide a haute performance, I’analyse par
injection en flux continu ou encore I’électrophorése capillaire.’*'® Des appareils
d’immunodosage utilisant I’'ECL sont également commercialisés par Roche Diagnostic et Meso

Scale Discovery.®*%

1.2. Génération d’ECL par annihilation

Bien que les études récentes utilisent majoritairement un co-réactif pour générer I’ECL,
les premiéres investigations ont été faites en utilisant le mécanisme dit : « d’annihilation ». Lors
de ce mécanisme, I’état excité résulte d’un transfert d’électron entre une espece oxydée et une
espéce réduite. Ces espéces sont générées a la surface d’une électrode en appliquant
alternativement un potentiel positif et négatif (cf Figure Il. 2). Si le potentiel de I’électrode varie
rapidement d’un potentiel & I’autre, une molécule A peut étre oxydée en A™ (1) et ensuite réduite
en A" (2) a la surface de la méme électrode. Ces deux formes vont ensuite réagir ensemble dans
la couche de diffusion et former I’état excité A" (3) qui va émettre un photon lors de son retour &
I’état fondamental (4).

A
q)-e A.+ > A-k
s O
8
)
_ A g TAT
+E\ A

Figure 1. 2 : Schéma du mécanisme de génération de I'ECL par annihilation
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La réaction d’annihilation (3) peut aussi se produire avec un systéme « mixte », c'est-a-dire

lorsque le radical cation et le radical anion ne sont pas issus de la méme molécule.

Pour que I’état excité soit généré, certaines conditions doivent étre respectées. En premier
lieu, les réactions d’oxydation et de réduction doivent étre réversibles afin que la réaction
d’annihilation (3) puisse avoir lieu. Ensuite, I’énergie provenant de cette réaction doit étre
suffisante pour permettre a I’une des deux especes d’atteindre un état excité. On distinguera deux
états excités possibles de la molécule A" en fonction de I’énergie disponible : soit un état excité
singulet (*A"), soit un état excité triplet ((A”). L’enthalpie de la réaction d’annihilation (-AHann)
peut étre estimée & partir des potentiels redox (Ep, potentiel du pic) des réactions (1) et (2) selon
I’équation 1. Le terme constant de 0,16 eV correspond a une approximation du terme entropique
(TAS) a 25 °C (0,10 eV) auquel on ajoute 0,057 eV qui correspond a la différence entre deux pics
pour une réaction d’oxydo-réduction & un électron.’®3? |l est également possible d’estimer

I’énergie nécessaire a I’électron pour atteindre I’état excité singulet Es (équation 2).

-AHanm = AG + TAS = Ep(0x) — Eg(red) — 0,16 @
Es = hc/Agm = 1239,81/ A¢m 2)
ou A¢mest la longueur d’onde d’émission, h la constante de Planck et ¢ la vitesse de la lumiére.

Si I’enthalpie estimée par I’équation 1 est supérieure a I’énergie Es nécessaire pour
atteindre I’état excité singulet le plus bas depuis I’état fondamental, la réaction d’annihilation
permet alors de générer directement I’espéce *A”. Dans ce cas on dit alors que la réaction suit la

«voie S ».
AT+ A" — > A"+ A (formation de I’état excité singulet) (3)

Dans le cas contraire, si I’enthalpie est inférieure a Es mais supérieure a I’énergie de I’état excité
triplet Er, c’est I’espéce *A” qui est formée (équation (4)). Par la suite I’annihilation triplet-triplet
(équation 5) va permettre la formation de I’état excité 'A". Ce mécanisme est appelé la

«voie T ».
AT+ A" — > 3A”" + A (formation de I’état excité triplet) (4)
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SA"+°3A" — A"+ A (annihilation triplet-triplet) (5)

La génération d’ECL par annihilation présente néanmoins plusieurs inconvénients. Les potentiels
qui doivent étre atteints pour générer les deux especes oxydées et réduites sont souvent élevés et
les bornes des gammes de potentiels de I’électrolyte support et du solvant peuvent limiter son
utilisation. Par exemple cette réaction n’est pas possible en solution aqueuse car I’oxydation ou la
réduction de I’eau intervient avant celle de A. D’une maniéere générale ces expériences
nécessitent I’utilisation de solvants organiques distillés et dégazés dans le but d’éviter le
quenching de I’ECL par les molécules de dioxygéne.™

[.3. Génération d’ECL avec un co-réactif

La découverte de la génération de I’ECL avec un co-réactif a été une avancée majeure
dans le développement de I’ECL. En effet la plupart des systemes ECL actuels et notamment
toutes les applications commerciales, sont basés sur I’utilisation d’un co-réactif. Contrairement a
I’annihilation, la génération d’ECL peut se faire dans des milieux aqueux, non dégazés et en
appliquant un seul potentiel soit anodique soit cathodique. En fonction du potentiel appliqué, les
deux espéces peuvent étre oxydées ou réduites, et en général I’intermédiaire formé issu du co-
réactif sera un puissant réducteur (ou oxydant) qui pourra réagir avec la forme oxydée (ou

réduite) du luminophore, afin de générer I’état excité.

Il existe de nombreux co-réactifs différents permettant de générer de I’'ECL. Cependant, dans la
suite de cette partie, nous décrirons uniquement les co-réactifs qui ont été utilisés lors de notre
étude. De plus, les mécanismes seront illustrés avec le complexe Ru(bipy)s®* car c’est le
luminophore le plus utilisé dans les applications ECL, mais c’est également celui que nous avons

sélectionné pour notre étude.
[.3.1. Utilisation des ions oxalate comme co-réactif

Les ions oxalate sont les ions qui ont permis la découverte de la génération de I’ECL par
I’intermédiaire d’un co-réactif.?® Par la suite, de nombreuses études destinées & comprendre le
mécanisme ont été réalisées par 1’équipe de Bard sur le couple oxalate/Ru(bipy)s®". % Les

premiéres études ont été réalisées dans un solvant organique, I’acétonitrile®®, puis plus tard en
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solution aqueuse. 3*3° En solution aqueuse, la premiére espéce a s’oxyder a I’électrode, lorsque
les potentiels anodiques sont balayés, est le complexe de ruthénium qui va alors former
Ru(bipy)s** Figure 1. 3 (1). Le cation ainsi formé va ensuite réagir avec I’oxalate dans la couche
réactionnelle au voisinage de I’électrode pour former un radical anion Figure I1. 3 (2). Ce dernier
va alors se décomposer en un nouveau radical anion, qui est tres réducteur (3), et en dioxyde de
carbone. Ce fort réducteur est capable non seulement de réduire le Ru(bipy)s>* (4) mais peut
également réduire le Ru(bipy)s** n’ayant pas réagi a I’électrode (5). De ce fait, I’état excité peut
étre atteint de deux maniéres différentes, soit par transfert d’électron direct entre le luminophore
et le co-réactif (4), soit par une réaction d’annihilation entre deux complexes de ruthénium (6).

Ru(bipy);* > Ru(bipy);>**

e (1)
Ru(bipy);** hv

A
Ru(bipy);** ), PPV o Ru(bipy)s*

&

1 B 2
Ru(bipy);**

électrode

Ru(bipy);** )

Ru(bipy);** - C,0.* (), CO,* ~CO, —= CO, (©)

> hv

C,0.> (2) " Rulbipy)s** (5) ™ Ru(bipy);* = Ru(bipy);?*

Figure I1. 3 : Schéma du mécanisme de génération de I’lECL avec I’oxalate en solution aqueuse. Adapté de .

Lorsque le co-réactif n’est pas directement oxydé a I’électrode comme dans le cas précédent, on
dit alors qu’il est oxydé par voie catalytique. Dans I’acétonitrile, le mécanisme de génération
d’ECL est beaucoup plus simple car les ions oxalate s’oxydent a I’électrode Figure Il. 4 (b) a un
potentiel plus faible que le Ru(bipy)s*". Les radicaux anions sont alors directement formés a la
surface de I’électrode, se décomposent et peuvent réduire le Ru(bipy)s**, également formé a

I’électrode, pour générer I’état excité.

o Rulbipy)s
B Rubioy) B Ru(bipy)3®
©
S
g
V)
o Vg con @ g o, > hv
=€ b
\() C,0.%

Figure I1. 4 : Mécanisme de génération de I’ECL avec les oxalates dans I’acétonitrile. Adapté de *°.
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[.3.2. Utilisation des amines tertiaires

Les premieres études réalisées avec les amines tertiaires datent du début des années
1990.2"% Rapidement le couple TPrA/Ru(bipy)s** devient le couple de référence, car il est
identifié comme celui qui permet d’obtenir des signaux ECL les plus intenses.’®?° e mécanisme
de génération de I’ECL de ce couple est relativement complexe et a fait I’objet de nombreux
travaux.®*° Plusieurs mécanismes sont alors proposés par Miao et Bard® qui peuvent soit
intervenir indépendamment, soit coexister (Figure Il. 5). Dans le premier mécanisme proposé, la
TPrA seule est oxydée a la surface de I’électrode. Les espéeces alors générées vont permettre de
porter le complexe de ruthénium dans son état excité. Dans les mécanismes 2 et 3, le co-réactif
ainsi que le luminophore réagissent a I’électrode. Les espéces formées vont ensuite réagir entre
elles pour former I’état excité soit par transfert d’électron entre un radical et le luminophore
(mécanisme 3), soit par annihilation (mécanisme 2). Et finalement, dans le quatriéme, la TPrA est

oxydée de facon catalytique par I’intermédiaire du Ru(bipy)s®* qui est électrogénéré.

Mécanisme 1 Mécanisme 2
" . Rulbiny).* ) Y
3 TPA <" TPrAH - il jl Fulbiey) i .
g ioy).2* 5" Ru(bipy); **
k] TPrA"* P-TPIA . Ru(bipy); »- Rulbipy) p- Rulbipy),
3 ]
-H° S : ‘ 3
v ) % TPeA™—H . 1pra > P
TPrA - Ru(bipy),* » Ru(bipy), 2* . i
hv PrA «<—H— Tpran:
4
P, - Ru(bipy);** Ru(bipy);** ¢
Mécanisme 3 Mécanisme 4
Rul(bipy),** Rulbipy);* < —g
- . . hv ) X
Ru(bipy)* » Ru(bipy), Ru(bipy),* <~ TPra™—H__ 1pra’

Ru(bipy);* TPrA <M Tprane

électrode
électrode

TPeA™t—HT s Tpea” » P,

TPrA «—H TPran:

Figure I1. 5 : Mécanismes possibles de génération de I’'ECL du couple Ru(bipy)s>*/TPrA

En résumé, pour ce couple, I’état excité du ruthénium peut étre atteint par 3 voies différentes :

1) Par oxydation du Ru(bipy)s* par le radical cation TPrA*" (mécanisme 1)

2) Par annihilation entre le Ru(bipy)s*>* et le Ru(bipy)s* (mécanisme 2)
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3) Par réduction du Ru(bipy)s** par le radical TPrA® (mécanisme 3)

Ces mécanismes semblent coexister, cependant les conditions expérimentales utilisées lors d’une
expérience vont favoriser un mécanisme par rapport a un autre. Par exemple, I’oxydation de la
TPrA est plus facile a la surface d’électrode en carbone vitreux qu’a la surface d’électrode en or
ou en platine, & cause de la formation d’une couche d’oxyde.*® L’hydrophobie de la surface de
I’électrode a aussi une influence sur I’oxydation de la TPrA et sur I’intensité du signal ECL
observé.*** Les travaux de Richter ont permis de montrer que I’ajout de tensioactif comme le
Triton X-100 a pour effet d’augmenter Iintensité du signal ECL d’un facteur 8.** En effet, les
complexes métalliques interagissent avec les molécules ou les micelles de tensioactif par le biais
de liaisons hydrophobes, ce qui impacte les propriétés de luminescence du complexe.

D’autres co-réactifs a base d’amine tertiaire ont été étudiés. D’une maniére générale,
toutes les amines aliphatiques qui possedent un proton en alpha de I’azote peuvent se déprotoner
apres oxydation et former un radical fortement réducteur. Une autre amine tertiaire récemment
étudiée est le dibutylaminoéthanol (DBAE).* Ce nouveau co-réactif semble trés prometteur, car
I’intensité ECL enregistrée avec le Ru(bipy)s®* & la surface d’électrode d’or et de platine est 10
fois et 100 fois plus intense que celle observée avec le couple Ru(bipy)s**/TPrA. De plus par
rapport a la TPrA, le DBAE a I’avantage d’étre plus hydrophile, moins toxique, plus soluble et
moins volatile. Tous ces avantages en font un sérieux candidat pour remplacer la TPrA,

notamment dans les applications d’immunodosage et de détection d’ADN.
l.4. Applications de I’'ECL

Comme nous I’avons déja mentionné, I’utilisation de I’ECL dans différents systémes
analytiques a pu étre développée, comme par exemple avec I’électrophorese capillaire, la
chromatographie liquide haute performance, et I’analyse par injection en flux continu.'®
L utilisation de I’'ECL comme méthode de détection apporte de nombreux avantages pour le
développement de ces techniques : sensibilité, contrble spatial et temporel, faible bruit de fond,
temps de réponse rapide et analyse de faible volume. Le plus souvent le luminophore utilisé est le
complexe de Ru(bipy)s** et permet la détection de nombreux composés ayant une activité

biologique (par exemple dosage de drogues ou de médicaments).
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L utilisation de I’ECL pour le diagnostic médical est I’application commerciale la plus
développée. Bien qu’un grand nombre de biomolécules tels que I’ADN, les protéines ou les
peptides ne peuvent pas étre utilisés ni comme co-réactifs ni comme luminophores, leur dosage
est toutefois possible en les immobilisant sur un substrat solide contenant le marqueur ECL. Par
exemple, Miao et Bard ont élaboré une méthode permettant de doser des brins d’ADN.* Le

principe est illustré Figure I1. 6.

1"‘5!?,44’; \i/ wne ssDNA

f"g‘x (/1

. Magnetic bead

ECL label/Polystyrene ECL label loaded
a olystyre:
Bead + target ssDNA polystyrene bead
Magnetic Bead g - / I \
+ probe ssDNA / n

Hybridization / I J Magnet

Figure I1. 6 : Schéma de principe de la détection d’ADN par ECL. Extrait de .

Des billes magnétiques et des billes de polystyréne contenant le marqueur ECL, sont
fonctionnalisées avec des brins d’ADN. Aprées hybridation, I’ensemble est alors isolé du reste du
milieu a la surface d’une électrode, permettant ainsi de générer un signal ECL qui sera
proportionnel a la quantité de brin d’ADN cible porteur des luminophores.

La génération d’ECL sur support solide permet également de détecter et de doser spécifiquement

4148 mais aussi de suivre I’évolution de la protéolyse dans le

des brins d’ADN,* des antigénes,
temps. Par exemple, Roche Diagnostic® et Meso Scale Discovery® ont développé plusieurs
gammes d’analyseurs utilisant la détection par ECL. L’un de ces appareils est le SECTOR
IMAGER 6000® qui permet I’analyse multiplexée de centaines d’échantillons en une mesure

grace a I’utilisation de plaques qui contiennent plusieurs puits.
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L’ECL est également une technique trés intéressante car elle permet de générer de la
lumiére par une excitation électrochimique, méme a la surface d’électrodes mobiles, tels que des

nageurs manipulés par électrochimie bipolaire.*®

Jusqu’a présent, la technique d’ECL n’a jamais été appliquée aux microgels stimulables.
Dans la suite de ce chapitre, nous allons présenter notre étude sur le développement d’une
nouvelle gamme de microgels thermosensibles porteurs d’émetteurs ECL. Tout d’abord nous
allons décrire les outils expérimentaux nécessaires a la synthése et a la caractérisation des

matériaux, puis nous présenterons les résultats obtenus.

Il. Méthodes expérimentales dédiées a I’étude des microgels ECL

Il.1. Préparation des matériaux

I.1.1. Stratégie de synthese

Notre choix s’est porté sur les microgels thermosensibles a base de poly(NIPAM) (ou
plus généralement de N-alkylacrylamide) dont les propriétés sont bien connues, auxquels sera
incorporé le Ru(bipy)s** comme émetteur ECL, étant donné sa solubilité dans I’eau et sa forte

luminescence.

La synthése de microgels & base de poly(NIPAM) comportant des motifs Ru(bipy)s®* a été décrite
dans le cadre de I’étude de microgels couplés a des réactions oscillantes de type Belouzov-
Zabodinsky.”®>** Nous nous sommes donc appuyés sur ces travaux pour faciliter I’étape de

synthese.

Les microgels sont préparés selon une réaction de polymérisation par précipitation, comme celle
décrite dans le chapitre I. Le Ru(bipy)s** est incorporé par copolymérisation d’un monomére
porteur de cette fonction. Le monomeére est le (4-vinyl-4’-methyl-2,2’bipyridine)bis(2,2’-
bipyridine), noté mRu(bipy)s®*. Il est combiné avec des alkylacrylamides, de longueurs de
chaines différentes, en vue d’obtenir des microgels possédant différentes transitions de phase
volumique. Parmi les monomeres précurseurs de polymeéres thermosensibles, nous avons utilisé

le NIPAM mais également le N-n-propylacrylamide (NNPAM) et le N-isopropylmethacrylamide
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(NIPMAM) dont les LCST des homopolymeéres correspondant sont respectivement de 32 °C, 20
°C et 44 °C.>** La structure chimique des différents monoméres est présentée Figure II. 7.

HN
HN o
% e 2 " —CH
C 3
° CHy HaC
NIPAM NNPAM NIPMAM

Figure I1. 7 : Structure chimique du NIPAN, du NNPAM et du NIPMAM

Le principe général de cette synthese est représenté sur la Figure 1l. 8. D’autres co-monomeres
peuvent également étre incorporés pour conférer une autre sensibilité a un stimulus (cf partie 1V)
ou pour greffer un autre luminophore (cf partie V).

1 = 23 +-CHy- c}:j—ECHZ CH)————-CHy- CH%
R2 0 O 243+
HN H3C < ‘ _ e HaC~
o+ ) + N\ N
| g \N
N

HN R1

R1 iN):o d N N
— . }:
CH=CHA

Figure 1. 8 : Schéma du principe général de la synthése des microgels selon la méthode de polymérisation par précipitation.

11.1.2. Synthese du (4-vinyl-4’-methyl-2,2’bipirydine)bis(2,2’-bipyridine)

La synthése de ce composé a été décrite par I’équipe de Collum.®® Elle se fait en 4 étapes
dont les 3 premiéres consistent a greffer un alcéne sur le 4,4’-diméthyl-2,2’-bipyridine. Dans la
premiére étape, un échange entre un hydrogene d’un groupement méthyl du 4,4’-diméthyl-2,2’-
bipyridine (1) et un atome de lithium du diisopropylamidure de lithium (LDA) est réalisé. Le 4-
méthyl-4’-methoxyéthyl-2,2’-bipyridine (2) est ensuite formé par substitution nucléophile avec
du méthyl chlorométhyle éther (cf Figure I1. 9).
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HsC CH; 1LDA,0°C,2h
— 2) Méthyle chlorométhyle éther, 25 °C, 1,5h
/ / \ >
\ N N= THF, atmosphére inerte

Figure I1. 9 : Schéma de la premiére étape de la synthése du mRu (bipy)s>*.

L’agent de métallation est réalisé dans le milieu réactionnel a faible température et sous
atmosphere neutre car il est trés réactif avec I’eau.

Dans I’étape suivante, une nouvelle substitution nucléophile est réalisée entre le produit de
I’étape (2) précédente et de I’acide bromhydrique concentré (cf Figure Il. 10).

O—CHs,

HBr 48 %, reflux, 12h

Figure I1. 10 : Schéma de la seconde étape de la synthése du mRu (bipy)s*.

Les conditions de réaction permettent la formation du 4-méthyl-4’-vinyl-2,2’-bipyridine (4) avec
un rendement compris entre 5 a 10 % par élimination du brome. Ce produit secondaire n’affecte

pas le rendement global des trois premieres étapes, car c’est le produit final obtenu au cours de la
troisieme étape.

La troisieme étape consiste en une B-élimination du brome pour former le 4-méthyl-4’-vinyl-2,2’-
bipyridine (4) en présence d’une base faible le carbonate de potassium K,COg (cf Figure 1l. 11).
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Br

K2C03, 18-0O-16, acétone
Reflux, 12h

Figure I1. 11 : Schéma de la troisiéme étape de la synthése du mRu(bipy)s>".

La grande affinité de I’éther couronne 18-0-6 pour les cations alcalins permet la dissociation du

sel inorganique dans le solvant organique.

La derniere étape consiste en un échange de ligand entre le 4-méthyl-4’-vinyl-2,2’-bipyridine (4)
et les contre-ions chlorure du Ru(ll)(bipy).Cl; (5) (cf Figure Il. 12). La précipitation du complexe
est alors provoquée en substituant les contre-ions chlorure par des hexafluorophosphates (PFe)
hydrophobes. Le rendement global de la réaction est estimé a 58 %.

2+/3+

Figure I1. 12 : Schéma de la demiére étape de la synthése du mRu(bipy)s®*.

1H NMR (400 MHz) du mRu(bipy);** (acetone-d6) & : 2,55 (s, 15H), 5,7 (d, 1H; J=1,6Hz), 6,35
(d, 1H; J=16Hz), 6,9 (q, 1H; J=3,2Hz), 7,38 (s, 4H), 7,57 (s, 2H), 7,81 (s, 4H), 7,91 (s, 2H),
8,65 (s, 4H), 8,84 (s, 2H).
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11.1.3. Synthese du N-n-propylacrylamide

Ce monomeére n’étant plus commercialement disponible et sa synthése étant relativement
simple, nous avons alors choisi de le synthétiser nous-mémes au laboratoire suivant le protocole
décrit par Pardin et al.”’ La synthése se fait en une seule étape (cf Figure II. 13) qui consiste en
I’ajout de chlorure d’acryloyl (a) dans une solution de propylamine (b).

H,C——

O]
/ Triéthylamine, dichlorométhane HN
H2N/\/CH3 + Hzc/\’/ 0°C ?

Cl
@) (b) ©

CHs,

Figure I1. 13 : Schéma de la réaction de synthese du NNPAM

'H RMN (300 MHz) du NNPAM (CDCls) & : 6,25 (dd, 1H, J
J=1,5,16,9 Hz), 5,60 (dd, 1H, J = 1,5, 10,2 Hz), 3,28 (q, 2H, J
3H,J = 7,4 Hz).

15, 16,9 Hz), 6,06 (dd, 1H,
6,4 Hz), 1,54 (m, 2H), 0,92 (t,

I1.1.4. Synthese des microgels

La synthese des microgels consiste en une polymérisation radicalaire par précipitation,
dont le mécanisme a été explicité au chapitre I. Pour ce faire, une solution contenant les 3
monomeres constitutifs représentés en Figure Il. 8 : le dérivé N-alkylacrylamide, le réticulant
N,N’-méthylénebisacrylamide (BIS) et le co-monomére ECL mRu(bipy)s?*. La concentration
totale en monomeére est de 70 mM. Le pourcentage molaire x de réticulant BIS est gardé constant
et égal & 1,5%. On introduit un pourcentage molaire y de mRu(bipy)s>*. La réaction est amorcée
par décomposition thermique de 2,2’-azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride (1,5 mM) noté
V-50, qui produit des radicaux chargés positivement. Ceux-ci sont choisis pour leur charge qui

est de méme signe que le mRu(bipy)s** que I’on souhaite introduire par copolymérisation.

-68 -



Chapitre Il : Microgels électrochimiluminescents pour le développement d’une nouvelle gamme
de biocapteurs

L’ensemble des monoméres est alors dissout dans I’eau désionisée, sauf le mRu(bipy)s®* qui est
solubilisé dans un premier temps avec quelques gouttes d’acétone qualité HPLC, avant d’étre
ajouté a la solution. Apres filtration, la solution est chauffée et dégazée pendant 1 h avant
amorcage. La polymérisation se poursuit sous agitation et bullage d’azote pendant au moins 6 h.
Afin d’éliminer les monomeres n’ayant pas réagi, les microgels sont purifiés par dialyse dans de
grands volumes d’eau désionisée pendant plusieurs jours. La petite taille des microgels obtenus
ne permet pas une purification par centrifugation. Les structures obtenues sont notées NiRu10y.
Lorsque le NNPAM est utilis¢ comme monomere alkylacrylamide, I’échantillon est alors nommé
de la maniere suivante : NNRul0y. La synthése de microgels avec le monomere NIPMAM seul
n’a pas permis d’obtenir des microgels avec une distribution convenable. Ceci peut s’expliquer
par une trop grosse différence de réactivité entre les monomeres de NIPMAM et de
mRu(bipy)s>*. Nous avons alors choisi d’utiliser un mélange de 50 % molaire de NIPAM et 50 %
molaire de NIPMAM. Cet échantillon est noté NiMRu10y.

Dans la deuxieme partie de I’étude, pour conférer aux microgels une sensibilité au glucose, un
quatriéme co-monomere est ajouté : I’acide 3-acrylamidophénylboronique, noté AAPBA. Pour
cette étude nous avons utilisé le NIPMAM comme monomeére N-alkylacrylamide afin d’obtenir
des matériaux dont la transition de phase ne soit pas inférieure a 10 °C. Le pourcentage molaire
d’AAPBA introduit, noté z, est maintenu constant a 10%. Le protocole de synthése est inchangé,
seule la quantité de NIPMAM est diminuée au profit de I’AAPBA, pour que la concentration en
monomere soit toujours égale a 70 mM. L’AAPBA est dissout dans I’eau désionisée en méme
temps que le NIPAM et le BIS. Les échantillons sont alors notés Rul0yPBAz.

Dans la troisieme partie de I’étude, un autre co-monomere porteur d’une fonction amine, le N-(3-
aminopropyl)méthacrylamide (APM), est copolymérisé avec le NIPAM, le BIS et le
mRu(bipy)s*‘en vue d’un post-greffage. Le pourcentage molaire d’APM introduit lors de la
synthése est noté w. Ce dernier est ajouté dans I’eau désionisée en méme temps que le NIPAM et
le BIS. L’ajout de ce monomeére cationique dans la synthese a nécessité plusieurs tests avant
d’obtenir des microgels ayant une taille et une monodispersité convenable. Pour améliorer
I’incorporation des deux monomeres cationiques dans la méme matrice polymere, les synthéses

ont été réalisées en présence de sel (30 mM), afin de limiter les répulsions électrostatiques entre
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les chaines en croissance et les monomeéres chargés. Cependant I’ajout de sel diminue également
les répulsions électrostatiques entre les particules en croissance, ce qui provoque I’agrégation et
la réticulation interparticule. Une série de tests nous a permis de déterminer la concentration
optimale en sel, qui permet d’écranter les charges électrostatiques sans provoquer d’agrégation,
qui est de 30 mM. Toutes les synthéses sont alors réalisées dans ces conditions bien que la
composition des microgels en monomeére cationique soit modifiée. Plusieurs échantillons
contenant des pourcentages molaires en APM et en mRu(bipy)s>* différents ont été synthétisés.
Les différents échantillons sont identifiés de la maniére suivante : Ru10yAP10w.

Pour les besoins de notre étude nous avons également préparé des microgels composés de
NIPAM de mRu(bipy)s** et d’APM ayant une structure interne du type cceur-écorce. Le cceur de
ces microgels est composé de NIPAM de BIS et d’APM alors que dans I’écorce, I’APM est
remplacé par le mRu(bipy)s?* (cf Figure 11. 14).
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Figure 11. 14 : Schéma et structure chimique des microgels ceeur-écorce.

Ces matériaux sont préparés grace a une synthése en deux étapes. La premiere étape, qui est la
préparation des cceurs, est réalisée selon le principe de la polymérisation radicalaire par

précipitation. La concentration totale en monomere est de 70 mM. Les pourcentages molaires de
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BIS et d’APM respectivement x et z sont de 1,5 %. La réaction est amorcée par décomposition
thermique du V-50. L’ensemble des monomeres est alors dissout dans I’eau désionisée. Un
tensioactif, le tétradécyltriméthylammonium bromure (TTAB) (0,5 mM), est alors ajouté a la
solution dans le but de diminuer le diametre des objets en fin de synthese. L’ajout de tensioactif
permet de réduire le diametre des microgels. Le TTAB a été choisi pour ses charges positives afin
d’éviter I’apparition d’interactions attractives entre I’amorceur, les complexes de ruthénium et les
molécules tensioactives. Apres filtration, la solution est chauffée et dégazée pendant 1 h avant
amorcage. La polymérisation se poursuit sous agitation et bullage d’azote pendant au moins 6 h.
Avant de réaliser la seconde étape de cette synthése, les cceurs sont purifiés par dialyse dans de
grands volumes d’eau afin d’éliminer les polymeres linéaires hydrosolubles. La deuxiéme étape
consiste a synthétiser une écorce de microgels autour des cceurs. Pour cela 7,5 mL de la solution
de cceur sont prélevés et dilués avec 10 mL d’eau désionisée. La solution est chauffée a 70 °C et
dégazée par bullage d’azote. En paralléle, le NIPAM, le BIS et le mRu(bipy)s®* (dissout
initialement dans de I’acétone) sont dissouts dans 6,5 mL d’eau désionisée (la concentration
totale en monomere est de 80 mM). Les pourcentages molaires x et y respectivement de BIS et de
mRu(bipy) introduits sont de 1,5 %. Cette derniére solution est alors ajoutée a la solution de
cceurs. Aprés 1 h de dégazage a 70 °C la solution est amorcée avec le V-50 (1,5 mM). Apres
plusieurs tentatives, la synthése de I’écorce n’est possible qu’en présence de 30 mM de sel, afin
de diminuer les répulsions électrostatiques entre les cceurs cationiques et les polymeéres en
croissance contenant le complexe de ruthénium. La polymérisation se poursuit sous agitation et
bullage d’azote pendant au moins 6 h. Les microgels cceur-écorce sont purifiés par dialyse. Les
microgels issus de cette synthese sont alors notés AP15@Rul5.

I1.1.5. Fonctionnalisation par greffage

Afin d’étudier le transfert d’énergie entre molécules fluorescentes, les microgels sont
fonctionnalisés avec un second fluorophore : la disulfo-cyanine-5-N-hydroxysuccinimide (cya5-

NHS) dont la structure chimique est présentée Figure 11. 15.
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Figure 1. 15 : Structure chimique de la Cya5-NHS.

La modification post-polymérisation des microgels se fait par formation d’une liaison amide
entre les fonctions amines insérées dans les microgels et les acides carboxyliques activés par la
fonction NHS dans une solution de tampon phosphate 4mM pH 7,4 (Figure Il. 16). Les quantités
de microgels et de Cya5-NHS ajoutées a la solution tampon sont calculées pour que le mélange
contienne autant d’amine que de Cya5-NHS. L’incubation se fait a 4°C pour que les microgels
soient dans I’état gonflé, ce qui favorise la diffusion de la cyanine dans la matrice polymeére.
Aprés 12 h d’incubation, les microgels sont une nouvelle fois purifiés par dialyse. Apres
fonctionnalisation, le nom de I’échantillon est modifié : les lettres AP sont remplacées par les
lettres Cya, Rul0yAPw devient alors Ru10yCyaw.

- PBS 4mM o
0 pH 7,4
- +
’_) S NH, 4+ .)J\Om 4°C, 12H ’_) . HOTN/‘Qo
@)
Ru(bpy), B oo

Figure 1. 16 : Post-fonctionnalisation des microgels avec la Cyanine-5-NHS.
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[1.2. Méthodes de caractérisation

Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

La technique de diffusion dynamique de la lumiére permet de mesurer le diametre
hydrodynamique des particules en suspension dans un solvant de viscosité connue. Le
mouvement brownien des particules est a I’origine de fluctuations temporelles de I’intensité
diffusée. La corrélation entre I’intensité diffusée par les particules a un instant t, pris pour origine,
et celle diffusée a un instant t+At peuvent étre évaluées a I’aide de la fonction d’autocorrélation
C(At). Cette fonction est égale a I’unité lorsque At est nul et vaut O lorsque At est infiniment
grand. Lorsque I’échantillon est monodisperse, la fonction d’autocorrélation décroit

exponentiellement avec un temps caractéristique t :

Tce= — (6)

ou D est le coefficient de diffusion des objets et q le vecteur de diffusion défini par :

q= 4%nsing @)

avec n I’indice de réfraction du solvant, A la longueur d’onde dans le vide du rayonnement

incident et 6 I’angle de diffusion.

La relation de Stockes-Einstein permet alors de déduire le rayon hydrodynamique Ry, des objets
disperses :

kgT
6mmRy

(8)
Ou kgest la constante de Boltzmann, T la température et la viscosité du solvant.

Le diametre hydrodynamique moyen est calculé en utilisant la méthode des cumulants, qui
consiste a déterminer le temps caractéristique a partir du logarithme de la fonction de corrélation.
Si les objets avaient une taille unique, le logarithme serait une droite parfaite. Comme il s’agit
d’une distribution en taille, I’écart a la linéarité traduit la largeur de la distribution. C’est cet écart
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qui sert a établir Iindice de polydispersité (PDI). Les diamétres moyens que nous rapporterons

dans la suite de ce manuscrit correspondent & une moyenne en intensité.

Les diametres et les PDI des microgels sont déterminées a I’aide d’un Zetasizer Nano S-90
(Malvern Instruments) doté d’un laser HeNe et d’un systeme de détection a 6 = 90°. Les mesures
sont réalisées a la température souhaitée sur des solutions de microgels diluées (de 0,01 g/L a
0,05 g/L de polymeres). Les données sont traitées par le logiciel fourni avec I’appareil.

Analyse élémentaire

Le dosage du ruthénium de suspensions diluées de microgels est déterminé par
spectroscopie d’émission atomique (ICPAES, Varian Liberty 220) équipé d’une torche a plasma
d’hélium. Connaissant I’extrait sec en polymere, il est alors possible de remonter a la
composition des microgels en Ru(bipy)s**.

Microscopie électronique a transmission (TEM)

Le TEM permet d’observer les microgels dans leur état sec, par détection des électrons du
faisceau primaire qui passent a travers I’échantillon. La structure des microgels est visualisée sur
un microscope FEI Tecnai 12 biotwin (120 kV). Pour ce faire, 20 pl de suspension de microgels
est déposée sur une grille de cuivre recouverte d’un film de carbone (maillage : 200 Mesh). Le
dép6t est ensuite absorbé par le dessous avec du papier filtre. L’observation des microgels
nécessite I’ajout d’un agent de contraste électronique pour marquer les particules. L’acétate
d’uranyle acidifié a 0,5% est utilisé, par dépdt de 10 ul sur la grille qui est ensuite également
adsorbé par le dessous.

Electrochimie

Les expériences d’électrochimie sont réalisées avec un potentistat p-Autolab Type Ill. Un
montage a 3 électrodes est utilisé, comportant une électrode de carbone vitreux comme électrode
de travail, une électrode d’argent (Ag/AgCI/KCI) comme électrode de référence et un fil de
platine joue le role de contre-électrode. La température de I’échantillon étudié est contrdlée grace
a un porte cuve thermostaté par effet Peltier Varian CARY SPVF 1x0 (cf Figure Il. 17). Un
temps d’équilibre de 15 min a la température considérée est appliqué avant chaque mesure.
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Electrode de référence ‘

Contre électrode

o\

Régulateur de température

\[|

Figure II. 17 : Photo de la cellule utilisée pour les expériences d’électrochimie et d’ECL (a gauche) et du contrdleur de
température a effet Peltier qui permet de thermostater la cuve.

Electrochimiluminescence

Les expériences d’ECL sont réalisées avec un potentiostat p-Autolab Type Il et
I’intensité ECL est mesurée avec un photomultiplicateur Hamamatsu R4632. Les spectres ECL
sont enregistrés avec un spectrographe Princeton Instrument Spectra pro 2300i. Dans tous les cas,
I’intensité ou les spectres d’ECL sont enregistrés pendant des expériences de voltampérométrie
cyclique (CV). Cette technique consiste a mesurer le courant faradique, c'est-a-dire le courant dd
aux réactions d’oxydo-réduction des espéces électroactives en solution, sur un intervalle de
potentiel. Le potentiel évolue de facon linéaire a partir d’une valeur de départ jusqu’a une valeur
limite qui sont prédéfinies. Une fois la valeur limite atteinte, le sens du balayage des potentiels
est inversé. La méme fenétre de potentiel est alors balayée dans le sens opposé pour revenir au
potentiel de départ. Les potentiels balayés lors de nos analyses sont compris entre 0,2 V et 1,45 V
avec une vitesse de 50 mV/s. La suspension de microgels purifiés est diluée dix fois avec une
solution de tampon phosphate 20 mM pH 8,5 ou pH 7,4, a laquelle est ajouté 10 mM de co-
réactif (TPA ou DBAE ou oxalate). Cette technique permet non seulement d’obtenir des
informations sur les réactions chimiques qui ont lieu mais également de déterminer pour quel

potentiel la luminescence apparait et pour quel potentiel I’6émission est maximum.
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Voltampérométrie & impulsion différentielle (DPV)

Cette technique consiste a imposer une série d’impulsions de potentiel et de mesurer la
différence de courant avant et aprés le saut. Chaque impulsion est de hauteur constante, mais le
potentiel de départ est différent pour chaque mesure, ce qui permet de travailler sur un domaine
de potentiel. Chaque différence de courant mesurée est représentée en fonction du potentiel
atteint par le saut. Cette technique permet de détecter des especes électrochimiquement actives
méme si la concentration de I’espéce en question est faible.”® Les potentiels de départ et d’arrivée
sont fixés respectivement a 0,2 V et 1,45 V. La valeur d’incrémentation du potentiel est de 0,011
V. Les échantillons sont dilués au quart avec une solution de tampon phosphate 80 mM pH 7,4.

Adsorption UV-Visible

Les spectres d’absorption sont enregistrés avec un spectrophotometre UV-Visible CARY
100 (CARY Eclipse). Les mesures sont réalisées dans une cuve en quartz de 3 mL thermostatée
par le contr6leur de température a effet Peltier présenté Figure I1. 17. Les échantillons sont dilués
dans un tampon phosphate 20 mM pH 7,4 ou pH 8,5 en fonction de I’étude réalisée.

Photoluminescence

Les spectres d’émission sont enregistrés avec un spectrophotométre CARY Eclipse. Les
expériences sont réalisées dans une cuve en quartz. La cuve est thermostatée avec le contrdleur
de température a effet Peltier (cf Figure 1l. 17). Les longueurs d’onde utilisées pour le complexe
de ruthénium et la Cya5 sont respectivement de 454 nm et 646 nm. Pour I’étude du transfert
d’énergie le rapport des intensités de fluorescence est calculé a partir du maximum d’intensité de
fluorescence de la Cya5 a 670 nm et celui du complexe de ruthénium a 610 nm. Les échantillons
sont dilués dans un tampon phosphate 4 mM pH 7,4 ou pH 8,5 en fonction de I’étude réalisée.

Chaque étude des propriétés spectroscopiques en fonction de la température est réalisée sur un
méme échantillon. Aprées avoir enregistré le spectre a la température étudiée, la température de
consigne est augmentée. Une fois la température de consigne atteinte, un temps d’équilibre de 10

min est attendu avant d’effectuer une nouvelle mesure.
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En revanche, I’étude des microgels sensibles aux saccharides est réalisée a température constante.
L’étude est également réalisée sur le méme échantillon auquel on ajoute des faibles quantités
(entre 1 ul et 10 pl) de solution de saccharides tres concentrée (1,75 M).

lll.LEtude de [I'impact de la transition de phase de microgels

thermosensibles sur les propriétés de luminescence

Le but de cette partie est de concevoir et d’étudier des microgels stimulables, qui
possédent également des propriétés d’ECL. Nous souhaitons vérifier, d’une part s’il est possible
d’adresser électrochimiquement des microgels en vue de générer de la luminescence, d’autre part
si la variation du taux de gonflement des microgels a une influence sur les propriétés d’ECL.
Nous espérons ainsi développer une nouvelle gamme de nano-émetteurs, dont le signal d’ECL
peut étre modifié non seulement par le potentiel d’une électrode, mais également par la réponse a

un stimulus externe.
l1l.1. Caractérisation des microgels

Plusieurs types de microgels, dont la structure générale est présentée Figure Il. 18, sont
préparés d’une part en faisant varier la nature du monomere alkylacrylamide en vue de moduler

la VPTT des microgels, d’autre part, en faisant varier la teneur en Ru(bipy)s*".

R>
~-CH,—C—) {-CH,—CH-}
}: 1-x-y Ox 3
2+/3+
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NH

o

—CH,~CHY)

Figure 11. 18 : Structure chimique générale des microgels.

Ces différentes synthéses et les caractéristiques principales des matériaux obtenus sont
répertoriées dans le Tableau IlI. 1.
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Tableau I1. 1 : Microgels synthétisés et leurs caractéristiques

% molair % molair dn (nm dy (nm
Nature du dérivé 6 molaire de o molaire de H (Nm) H (Nm)

o s, TR i YT 1w
«Réf» R :F;;O:pLOpyl 0 ' (Z)Tlc?;) (?)?03:)
NiRuls T :ngo:p,zowl 15 06 (33075) (06,?):)
NiRuzs T :F;;O:p,:Opyl 25 2 (3,5;;) (;é:))
NNRuzs &g_?r:pyl 25 16 (é(,sc?zb) (3?004:)

NiMRu15 Rézi 'Sﬁ%ﬁf 15 0.5 (égc??c) (09,?;1)

'Pourcentage molaire de ruthénium incorporé dans les microgels déterminé par ICP-AES.
*:T=25°C;°:T=15°C;°:T=35°C;":T=40°C;°:T=50°C

Apres purification, les microgels obtenus ont une taille proche de 150 nm, ce qui est tres
petit comparé a la valeur mesurée pour I’échantillon « Réf», qui est uniquement composé de
NIPAM et de BIS, et dont le diamétre est de 740 nm a 25 °C. En temps normal, les microgels
ayant un diamétre comparable a ceux que nous avons préparés, sont issus de synthese dont le
milieu réactionnel contient des tensioactifs.>® Ces résultats suggérent que le mRu(bipy)s** est
capable de stabiliser les particules en croissance lors de la polymérisation donnant ainsi naissance
a des microgels dont le diamétre est plus faible. Cette tendance est aussi observée par I’équipe de
Yoshida dés I’ajout de 0,01% molaire de mRu(bipy)s**.>® On constate également que I’indice de
polydispersité est inférieur a 0,1 ce qui indique que les microgels ont une taille homogene. Les
microgels NiMRul5, composés de NIPAM et de NIPMAM, ont une taille Iégerement plus
importante que les échantillons a base de NIPAM contrairement aux microgels NNRu25, dont le
diameétre est comparable aux autres échantillons. Les clichés obtenus par microscopie
électronique a transmission (TEM) permettent également d’apprécier I’homogénéité de la
distribution de taille (Figure 1I. 19). Cette technique nous permet également de constater que les

microgels sont sphériques et ils ne semblent pas avoir une structure interne particuliére.
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Figure 1I. 19 : Clichés TEM des microgels a) NiRul15 et b) NiRu25 c)NNRu25 et d) NiMRu15. Les microgels sont marqués
avec de I’acétate d’uranyle. La barre d’échelle est de 200 nm pour a), b), c) et 500 nm pour d).

l11.2. Comportement des microgels en solution. Aspect stimulable

L’évolution du diametre hydrodynamique en fonction de la température pour les quatre lots
de microgels est présentée Figure 11. 20. Il apparait alors que I’incorporation du Ru(bipy)s®* dans
les microgels n’affecte pas la température de transition de phase volumique. En effet, on observe
un domaine de transition entre un état gonflé par le solvant et un état contracté a la température
rapportée dans la littérature (20 °C et 32 °C pour les microgels composés d’un seul type
d’alkylacrylamide). Pour I’échantillon NiMRu15, la transition de phase a effectivement lieu pour

une température intermédiaire a celle des microgels de poly(NIPAM) (32 °C) et celle des
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microgels de poly(NIPMAM) (44 °C).%° La transition de phase intervient & 37 °C. Notons que les
transitions de phase sont moins abruptes que celles des microgels neutres, car la présence de
charges s’oppose a la contraction du réseau. La présence de contre-ions exerce également une

pression osmotique (effet Donnan).

A = NIRul5
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Figure 11. 20 : a) Evolution du diamétre hydrodynamique des échantillons NiRu15 (m), NiRu25 (e), NNRu25 (a) et NiMRu15
(v) en fonction de la température dans une solution tampon phosphate 20 mM pH 7 4.

Dans le but de s’assurer que le complexe de ruthénium est incorporé avec succes dans la
matrice polymere, nous avons étudié le comportement des microgels lorsque le ruthénium est
oxydé en Ru(lIll) ou lorsque son état d’oxydation est maintenu a I’état Ru(ll). Si le complexe
est immobilisé dans la matrice, ce changement d’état d’oxydation va entrainer une
modification de densité de charge des microgels, et donc une variation du taux de gonflement.
Le controle de [I’état d’oxydation est réaliseé par voie chimique avec le couple
cérium(1V)/cérium(l11) capable de réagir spontanément avec le ruthénium.® L’évolution du
diametre en fonction de la température en présence de cérium(lV) ou de cérium(lll) est
présentée Figure I1. 21. 1l en résulte que le diamétre des microgels est légerement plus élevé
lorsque le ruthénium est oxydé que lorsqu’il est maintenu dans I’état d’oxydation Ru(ll), ce
qui est en accord avec la théorie de gonflement des gels dont le réseau est chargé. On observe
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également qu’au-dela de 29 °C la taille augmente drastiquement a cause de |’apparition
d’agrégats. Cette agrégation est liée a la valeur élevée de la force ionique imposée par les
conditions d’analyse. Les répulsions électrostatiques sont alors faibles et n’apportent pas
d’opposition aux forces de Van Der Waals présentes a température élevée.

170 ‘
160—- —u— CelV
1 |—e—Celll
150
i "R -
140 H oo, un
1 LR S T T
130 1 e :/ m
— E m
€ 120 - %o ™u
£ 1 %o W
o 1104 o ™
T 100 ] e ‘ o
€ 7] \
£ 17 o
o 904
80
70
60
50 ; . ; . ;
10 20 30

Température (°C)

Figure I1. 21 : Evolution du diamétre hyd rodynamique de NiRu15 en fonction de la température en présence de 1 mM de
Ce**(m) ou de Ce**(e) et 0,3M de HNO,.

Deux séries de microgels présentant des teneurs différentes en ruthénium ont été
synthétisées et caractérisées d’un point de vue granulométrique et morphologique. L’objectif
est maintenant d’étudier les propriétés de luminescence en fonction de la température dans le
but d’identifier une éventuelle influence de la transition de phase sur les propriétés optiques.

Dans un premier temps nous allons étudier les propriétés de photoluminescence.
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I11.3. Propriétés de photoluminescence

[11.3.1. Propriétés spectroscopiques du complexe de ruthénium en

solution
Avant de discuter des propriétés spectroscopiques des microgels, nous allons présenter
celles du complexe de ruthénium(Itris(2,2’-bipyridine) (Ru(bipy)s>"), dont la structure est
proche de celle du mRu(bipy)s**, en solution aqueuse. Les spectres d’émission et d’absorption du
Ru(bipy)s>* sont présentés Figure I1. 22.
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Figure I1. 22 : Spectres d’absorption et d’émission du Ru(bipy)s>*. Zexc = 454 nm. La concentration en Ru(bipy)s** est de 10° M

Au-dela de 400 nm, le spectre d’absorption du Ru(bipy)s** est maximum lorsque la
longueur d’onde du faisceau laser incident est de 454 nm. Cette longueur d’onde est
caractéristique d’un transfert de charge du métal vers le ligand (MLCT) pour ce complexe
métallique.® Cette transition est & I’origine d’un phénomeéne de luminescence dont I’émission
maximum se situe a une longueur d’onde de 610 nm (cf Figure 1I. 22). Les études de I’émission
de luminescence sont donc réalisées en utilisant une longueur d’onde d’excitation de 454 nm et

I’intensité de luminescence a 610 nm servira de point de comparaison lors des différentes études.
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L étude des propriétés spectroscopiques du Ru(bipy)s®* commercial possédant deux contre-ions
héxafluorophosphate (PFs) dans trois solvants différents nous a permis de mettre en évidence
que la luminescence du complexe métallique est affectée par la polarité de son environnement (cf
Figure 1l. 23). En effet lorsque la polarité diminue, on observe une diminution de la longueur
d’onde du maximum d’émission qui passe de 610 nm (dans I’eau et dans I’acétone) a 595 nm
(dans le dichlorométhane).
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Figure 11. 23 : Spectre d’émission du [Ru(bipy)s>"1(PFs), dans différents solvants. La concentration en ruthénium est de 10° M.
Aexe = 454 nm

Etant donné que nous avons choisi la température comme stimulus, I’étude de I'impact de la
transition de phase sur les propriétés de photoluminescence se fera par I’enregistrement de
spectres a différentes températures. Pour cela, le spectrophotometre est équipé d’un porte cuve
thermostaté qui permet la régulation de la température de I’échantillon analysé. Avant de
s’intéresser aux propriétés de photoluminescence des microgels, nous avons étudié I’impact de la
température sur la photoluminescence d’un complexe modéle de ruthénium, le Ru(bipy)s®*. Les

spectres d’émission sont enregistrés entre 500 nm et 800 nm et sont présentés Figure 1l. 24
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Figure 11. 24 : a) Spectre de photoluminescence du Ru(Dipy)s®® (Zexc = 454 nm) & différentes températures. b) Evolution du
maximum d’intensité (ley = 610 nm) en fonction de la température dans un tampon phosphate 20 mM pH 7,4. La concentration
en Ru(bipy)s>* est de 10° M.

Une augmentation de la température entre 20 °C et 50°C provoque une diminution de I’intensité
d’émission par le complexe métallique. Lorsque I’on trace I’évolution du maximum d’émission
en fonction de la température, on remarque que I’intensité décroit linéairement lorsque la
température augmente. Cette diminution est attribuée a I’augmentation de la probabilité de
désexcitation par des processus non radiatifs lorsque la température augmente.®* Ce phénomeéne
de quenching de la luminescence par la température a déja été rapporté par Bohen et Sahu sur
différents dérivés de I’anthracéne® et par Gonzales-Valesco avec le Ru(bipy)s®* en solution dans

I’acétonitrile.®®

[11.3.2. Photoluminescence des microgels copolymérisés avec le

mRu(bipy)s”*

La méme étude est alors réalisée sur une solution contenant les microgels NiRul5 dont les

résultats sont présentés Figure Il. 25.
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Figure I1. 25 : a) Spectre de photoluminescence des microgels NiRul5 (1. = 454 nm) a différentes températures. b) Evolution du
maximum d’intensité (e, = 610 nm) en fonction de la température dans un tampon phosphate 20 mM pH 7,4. La concentration
en ruthénium est de 3,7x10°° M.

On remarque que le spectre enregistré a 20 °C avec I’échantillon de microgels est identique a
celui du complexe de ruthénium étudié précédemment. La matrice polymeére n’a donc pas d’effet
majeur sur les propriétés de photoluminescence du complexe de ruthénium dans I’état gonflé.
L’évolution du maximum d’émission décroit linéairement comme observé précédemment. Le
changement de polarité a I’intérieur du microgel qui a lieu lors de la contraction, n’entraine pas
de décalage de la longueur d’onde du maximum d’émission, ni de modification de I’intensité de
luminescence, contrairement a ce qui a été observé par I’équipe de Iwai avec différents
benzofurazanes.®*®*®> Ces deux observations permettent alors de conclure que la transition de

phase des microgels n’affecte pas les propriétés de photoluminescence.

Les propriétés de photoluminescence ne permettent donc pas d’obtenir des informations
sur I’état de gonflement des microgels. Le mécanisme de génération de luminescence par voie
électrochimique étant complétement différent de celui de la photoluminescence, nous allons donc

poursuivre nos travaux par I’étude des propriétés électrochimiques et d’ECL des microgels.
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l1l.4. Propriétés electrochimiques et d’ECL

l11.4.1. Propriétés électrochimiques

Dans un premier temps, les propriétés électrochimiques des microgels sont étudiées afin
d’obtenir des informations sur les réactions d’oxydoréduction qui peuvent se produire. Nous
souhaitons tout d’abord vérifier si les complexes de ruthénium peuvent réagir a la surface de
I’électrode malgré le fait qu’ils soient dans une matrice polymere. Pour cela, les microgels sont
analysés par voltampérométrie différentielle a impulsion (DPV). Les résultats des analyses des
deux échantillons préparés et d’un échantillon de microgels qui ne contient pas de ruthénium sont
présentés Figure 1. 26.

a) 2,0x10° b)

1,4x10°

— NiRul5 25 °C N\ —— NiRu25 25 °C N\
1,20°4 | —— NiRu15 37 °C [\ — NiRu25 37 °C

Réf 1,5x10° 4

1,0x10°

8,0x10” .
1,0x10"

Intensité (A)

6,0x107

Intensité (A)

4,0x10” 5,0x107

T T T T
04 0,6 0,8 1,0 12 04 0,6 0,8 1,0 1,2
Potentiel (V) vs. Ag/AgCI Potentiel (V) vs. Ag/AgCI

Figure 1. 26 : a) Voltampérométrie différentielle a impulsion des microgels NiRu15 a 25°C (—) et a 37°C (—), et des microgels
«Réf» (—) qui ne contiennent pas de ruthénium. La concentration en ruthénium de I’échantillon NiRu15 est de 2,7x10™* M. b)
Voltampérométrie différentielle & impulsion des microgels NiRu25 a 25°C (—) et a 37°C (—). La concentration en ruthénium est
de 5x10™ M. Les mesures sont réalisées avec une électrode de travail en carbone vitreux dans un tampon phosphate 20 mM
pH 7.4,

Les analyses des échantillons contenant du ruthénium mettent toutes en évidence un pic bien
défini centré a 1,14 V quel que soit I’état de gonflement du microgel. En revanche, ce pic
n’apparait pas avec I’échantillon dépourvu de ruthénium, prouvant ainsi d’une part que la
matrice polymeére n’est pas électroactive dans le domaine de potentiel étudié, et d’autre part que

le pic observé est di a I’oxydation du complexe de ruthénium. De plus, le potentiel d’oxydation
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observé est identique a celui du complexe de Ru(bipy)s** en solution. Il en résulte que les
complexes métalliques, ou du moins une partie d’entre eux, sont électrochimiquement
accessibles. Ce phénomene a également été constaté par I’équipe de Prodi lors d’expériences
d’ECL avec des nanoparticules de silice contenant des complexes de ruthénium.®®

Les macromolécules qui contiennent des groupements électrochimiquement actifs, tels
que les dendriméres, ont la particularité de s’adsorber & la surface de I’électrode.®” Nous avons
alors vérifié si les microgels s’adsorbent également en réalisant une mesure de voltampérométrie
différentielle a impulsion dans une solution de microgels, puis aprés ringage de I’électrode, une
nouvelle mesure est réalisée dans une solution de tampon phosphate. Lors de la deuxieéme
analyse, le pic d’oxydation est toujours présent, mais I’intensité du pic observé est beaucoup plus
faible (28% du pic initial). Une partie des microgels reste donc adsorbée a la surface de
I’électrode. Les propriétés électrochimiques sont donc gouvermnées majoritairement par les
phénomenes de diffusion mais également en partie par les phénomenes d’adsorption.

Bien que la température n’ait pas d’influence sur le potentiel d’oxydation du ruthénium, la
différence de courant mesurée augmente avec la température. Pour chaque échantillon préparé,
les hauteurs de pic sont alors mesurées aux deux températures. Les résultats sont présentés dans
le Tableau II. 2.

Tableau II. 2 : Récapitulatif des coefficients de diffusion des microgels et des hauteurs de pic mesurés par intégration
de laDPV.

Coefficient Coefficient
- - Hauteur de Hauteur de
de diffusion de diffusion

) ) ) pic dans pic dans I’état nRgnﬂé
Echantillon dans I’état  dans I’état ) ) ) =
) ) I’état gonflé contracte N, omtracté
gonflé contracté (LA) (LA
i
(m2/s) (m2/s) H
NiRu15 34.107%  6,1.107° 041° 0,68° 0,81
NiRu25 29.10%%  46.10%° 0,68° 095° 0,91
NNRu25 2,7.10%°¢ 3.8.10™¢ 0,77 ¢ 1,00 ¢ 0,93

:T=25°C;”:T=37°C;:T=15°C;“:T=25°C
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Bien qu’un phénomeéne d’absorption ait été mis en évidence précédemment, dans le but
d’exploiter les hauteurs de pic, nous considérons en premiére approximation que la diffusion des
microgels vers la surface de [I’électrode est le phénomene qui gouverne la réponse
électrochimique. Grace a cette hypothése nous pouvons alors considérer que le courant est
proportionnel a la racine carrée du coefficient de diffusion des particules (D), et a la
concentration de ruthénium électroactif (C?").63®° Cette derniére dépend de la concentration de
microgels en solution et du nombre de sites électroactifs dans chaque particule de polymére (n™).
Etant donné que le nombre de particules ne varie pas avec la température, la seule variable
possible est le nombre de ruthéniums électroactifs. Le rapport des hauteurs de pic mesuré dans

I’état gonflé et dans I’état contracté peut alors s’écrire de la maniére suivante :

. Ru Ru Ru

i2s°cc . |D2sec | Casec . |Dasec | Massc . [T2sec | dszec | Masec

. - * Ru — * Ru — * * Ru (9)
i37°C D37o¢c  C3yoc D37o¢c  NMgzyoc T37oc  dzsec Nzysc

La relation de Stokes-Einstein (équation (8)) permet alors d’exprimer le rapport des intensités en

fonction de la température (T) et du diametre des particules, car le coefficient de diffusion est
proportionnel a la température et inversement proportionnel au diamétre des microgels. A partir
de I’équation 9, nous pouvons alors calculer le rapport du nombre de complexes de ruthéniums
électroactifs dans I’état gonflé et contracté pour les deux échantillons considérés. Les valeurs
calculées sont alors 0,8 pour I’échantillon NiRu15, 0,91 pour le NiRu25 et 0,93 pour le NNRu25.
Ces valeurs semblent alors indiquer que, quel que soit I’état de gonflement des microgels, le
nombre d’atomes de ruthénium pouvant étre oxydés a la surface de I’électrode est identique.
L’analyse par ICP-AES, dont les résultats sont présentés dans la partie 11.1.3 montre que les
microgels NiRu25 contiennent 3,3 fois plus de ruthénium que les microgels NiRul5. Cette
différence de concentration est également identifiable sur les analyses de DPV, puisque les
hauteurs de pic sont beaucoup plus grandes avec I’échantillon contenant le plus de ruthénium. De
la méme maniére que précédemment, il est possible d’évaluer le rapport du nombre de ruthénium
électroactif entre les deux échantillons, a une température donnée, en utilisant I’équation 9. A
25°C, lorsque les particules sont gonflées, le rapport calculé est de 3,3, ce qui est en parfait
accord avec le dosage par ICP-AES. De plus, on obtient exactement le méme ratio avec les
valeurs mesurées a 37°C. Cette analyse permet donc de conclure sur le fait que non seulement un

plus grand nombre de ruthénium par microgel est électrochimiquement actif, mais également que
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les intensités mesurées sont directement proportionnelles a la concentration en ruthénium

incorporée dans les microgels.
[11.4.2. Propriétés d’ECL

Apres avoir vérifié que les complexes de ruthénium peuvent réagir a I’électrode et que la
quantité de ruthénium electroactive est constante quel que soit I’état de gonflement des
microgels, nous allons étudier les propriétés d’ECL des différents échantillons de microgels
préparés.

[1.4.2.1. Etude des microgels a base de NIPAM

Les évolutions du courant faradique et du signal ECL en fonction du potentiel pour I’échantillon
NiRul5 en présence de 10 mM de TPrA (co-réactif) sont présentées Figure Il. 27.
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Figure 1l. 27 : a) voltampérométrie cyclique et b) signal ECL des microgels NiRu15 dans I’état gonflé & 25°C (—) et dans I’état
contracté & 37°C (—). La concentration en ruthénium est de 3,7x10°° M. Les mesures sont réalisées avec une électrode en carbone
vitreux dans un tampon phosphate 20 mM pH 7,4 et 10 mM de TPrA.

Les analyses sont réalisées a 25°C et 37°C, car pour ces températures les microgels ont des taux
de gonflement différents. Ainsi nous pouvons apprécier si la contraction a un effet sur les
propriétés d’ECL. L’évolution du courant en fonction du potentiel montre la présence d’une
premiére vague anodique débutant & 0,8 V attribuée & I’oxydation de la TPrA.*® On remarque

également la présence d’une deuxiéme vague a 1,2 V qui correspond majoritairement a
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I’oxydation électrocatalytique de la TPrA par les complexes de Ru(bipy)s>* selon le mécanisme 4
décrit dans la partie 1.3.2.%% Lorsque la méme analyse est réalisée a 37 °C, I’intensité
correspondant a I’oxydation de la TPrA reste quasi-stable. Cependant la vague d’oxydation a 1,2
V augmente d’un facteur environ 1,7 comme dans le cas des expériences de voltampérométrie
différentielle a impulsion. La voltampérométrie cyclique permet alors de mettre en évidence que
le co-réactif et le luminophore réagissent tous deux a la surface de I’électrode comme dans les
mécanismes 2 et 3 de la section 1.3.2. Ainsi le mécanisme 1 ou seule la TPrA s’oxyde a
I’électrode ne semble pas contribuer a I’émission de la luminescence. Cette hypothese est
confirmée par I’évolution du signal ECL en fonction du potentiel. En effet, I’absence de signal
ECL avant 1,1 V (potentiel d’oxydation du complexe de ruthénium) suggére que les radicaux
formés lors de I’oxydation de la TPrA ne diffusent pas et ne réagissent pas directement avec les
complexes métalliques pour générer I’état excité, contrairement aux travaux rapportés par
I’6quipe de Bard avec du Ru(bipy)s** en solution.”** Lorsque la température est augmentée a
37 °C, I’ECL apparait pour la méme valeur de potentiel que précédemment, mais le signal est
beaucoup plus intense. Cette observation va a I’encontre de I’hypothése formulée selon laquelle
le signal ECL diminuerait lorsque les microgels se contractent en bloquant la diffusion du co-
réactif. En effet, dans I’état contracté, la porosité des microgels diminue, et la diffusion d’espéces
dans le réseau est plus difficile. Les travaux de Zhang et al ont permis de mettre en évidence que
la diffusion d’especes redox diminue de 2 ordres de grandeur a travers un réseau d’hydrogel
contracté.”® Nous nous attendions & ce que le co-réactif ne puisse réagir qu’avec les complexes de
ruthénium situés a la surface des microgels contractés provoquant une diminution du signal ECL.
Au contraire, les résultats expérimentaux indiquent que la contraction des microgels provoque

une exaltation du signal ECL.
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Figure 11. 28 : Evolution en fonction de la température a) du diamétre hydrodynamique et b) du facteur d’exaltation du signal
ECL des microgels NiRul5 (m) et NiRu25 (®) dans une solution tampon phosphate 20 mM pH 7,4 et 10 mM de TPrA. L’ECL est
mesurée lors d’expériences de voltampérométrie cyclique sur une électrode de carbone vitreux. La concentration en ruthénium
est de 3,7x10°° M dans les différents échantillons.

Une étude plus précise sur le domaine de température est alors effectuée afin d’étudier
I’évolution de cette exaltation. La Figure Il. 28 présente I’effet de la température sur le diamétre
des microgels, mais aussi sur le facteur d’exaltation du signal ECL défini comme le rapport de la
valeur du signal ECL a la température considérée sur la valeur du signal a 25 °C. On remarque
alors que la transition de phase a un gros impact sur la valeur de I’ECL enregistrée avec
I’échantillon NiRul5. Le signal ECL est constant avant et apres la transition de phase des
microgels, mais augmente d’un facteur 24 entre 31 °C et 35 °C lorsque les microgels se
contractent. Ce facteur d’exaltation est bien plus important que I’augmentation du courant
observé lors de la voltampérométrie cyclique avec la température (cf Figure Il. 27). Ce facteur
d’exaltation est alors comparé a celui obtenu avec du Ru(bipy)s>* en solution en présence de
TPrA, considéré comme une référence pour notre systeme. Les résultats présentés Figure Il. 29
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montrent également une augmentation du signal ECL avec la température, mais le facteur
d’exaltation n’est que de 1,6 entre 31 °C et 35 °C, ce qui est beaucoup plus faible que dans le cas
des microgels NiRul5.

Facteur d'amplification du signal ECL
w
1

20 25 30 35 40 45
Température (°C)

Figure I1. 29 : Evolution en fonction de la température du facteur d’amplification du signal ECL de Ru(bipy)s** dans une solution
tampon phosphate 20 mM pH 7,4 et 10 mM de TPrA. L’ECL est mesurée lors d’expériences de voltampérométrie cyclique sur une
électrode de carbone vitreux. La concentration en ruthénium est de 5 x10™ M.

L’influence de la quantité de complexe de ruthénium liée de maniere covalente a la
matrice polymeére a également fait I’objet d’investigations (cf Figure Il. 28 échantillon NiRu25).
Pour cet échantillon, I’évolution de la taille est similaire a celui contenant moins de complexes de
ruthénium, cependant le facteur d’exaltation du signal ECL est beaucoup plus important. En effet,
le facteur d’exaltation du signal ECL peut atteindre jusqu’a deux ordres de grandeur aprées la
transition de phase des microgels. La valeur remarquable de I’exaltation observée est directement
liée a I’laugmentation de la concentration de complexe métallique par particule.

La réversibilité du systeme a également été testée sur les microgels NiRul5. Cette
expérience consiste a fixer la température a 25 °C dans un premier temps puis de mesurer le
signal ECL. Par la suite, on reproduit la méme mesure mais a une température au-dessus de la
transition de phase, soit 40 °C. Au final, on répete une nouvelle fois I’expérience a 25 °C. Si la

valeur du signal ECL est la méme que celle obtenue lors de la premiére mesure a 25 °C, on
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pourra alors affirmer que le signal est réversible. Les résultats du test de réversibilité sur
I’échantillon NiRu15 pour plusieurs cycles de température sont présentés Figure 11. 30.
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Figure I1. 30 : Réversibilité du signal ECL lors de variation de température périodique entre 25°C et 40°C de I’échantillon
NiRu15 dans un tampon phosphate 20 mM pH 7,4 et 10 mM de TPrA.

Les résultats obtenus prouvent que I’exaltation du signal ECL provoquée par la
contraction des microgels est réversible, car, lorsque ces derniers regonflent, on retrouve la méme
valeur initiale. De plus, les valeurs des signaux restent constantes méme apres plusieurs cycles de

température.

L’étude des propriétés électrochimiques et des propriétés d’ECL a permis de mettre en
évidence une exaltation réversible du signal ECL lorsque les microgels se contractent. Cette
exaltation n’est pas provoquée par une augmentation du nombre de ruthénium actif (cf analyse en
DPV). L’étude du systeme de référence a également montré une augmentation du signal d’ECL
avec la température qui reste nettement plus faible que celle observée avec les microgels. L’effet
de la température sur le systeme de référence ne permet pas d’expliquer les propriétés d’ECL de
nos microgels luminescents. Avant de réaliser de nouvelles expériences qui permettent de nous
éclairer sur le mécanisme responsable de cette exaltation, nous souhaitons vérifier que

I’exaltation est bel et bien corrélée a la transition de phase.
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Le but de cette partie est d’étudier des microgels dont la température de transition de

phase est différente de celle des microgels uniquement constitués de NIPAM. De cette maniére

nous allons donc pouvoir vérifier si I’exaltation du signal ECL est corrélée a la VPTT des

microgels. Les résultats obtenus avec le NNRu25 et le NiMRul5 sont présentés et comparés a

ceux obtenus avec le NiRul5 sur la Figure 11. 31.
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Figure I1. 31 : Evolution en fonction de la température a) du diamétre hydrodynamique et b) du facteur d’amplification du signal
ECL des microgels NiRu15 (m), NiMRu15 (a) et NNRu25 (v) dans une solution tampon phosphate 20 mM pH 7,4 et 10 mM de
TPrA. L’ECL est mesurée lors d’expériences de voltampérométrie cyclique sur une électrode de carbone vitreux. La
concentration en ruthénium est de 3,7x10°° M dans les différents échantillons.

-94 -



Chapitre Il : Microgels électrochimiluminescents pour le développement d’une nouvelle gamme
de biocapteurs

Le facteur d’amplification des nouveaux échantillons est alors défini comme le rapport de
I’intensité du signal ECL a la température considérée sur le signal ECL a la température dans
I’état gonflé. On observe alors que pour chaque échantillon, le phénomene d’exaltation a lieu
lorsque les microgels se contractent. On constate également qu’avant et aprés la transition de
phase, les signaux ECL sont constants et évoluent peu ou pas du tout avec la température. Les
facteurs d’exaltation observés sont respectivement de 16 pour le NNRu25 et 17 pour le
NiMRu15. Ces valeurs sont proches de celles obtenues avec le NIRul5, bien que nous aurions pu
nous attendre a une valeur plus importante pour I’échantillon NNRu25 compte tenu de sa teneur
en ruthénium. Bien que sa teneur soit supérieure, la valeur absolue des signaux obtenus est plus

proche de celle mesurée avec I’échantillon NiRul5 que de celle de I’échantillon NiRu25.

La modification de la structure du monomeére thermosensible qui constitue en majorité la
matrice polymeére, nous a permis de changer la température de transition des microgels. L’étude
des propriétés ECL sur ces différents échantillons a révélé que la contraction et le phénomeéne
d’exaltation se produisent systématiquement sur le méme domaine de température. Nous pouvons
donc en conclure que les deux phénomenes sont corrélés. Il est donc possible de connaitre I’état
de gonflement de nos microgels en sondant les propriétés ECL. Dans le but d’essayer de
comprendre les phénoménes qui provoquent I’exaltation du signal ECL, la prochaine partie sera
consacrée a I’étude des propriétés d’ECL en utilisant différents co-réactifs.

1.4.2.3. Influence de la nature du co-réactif

Le but de cette partie est d’étudier les signaux ECL avant et apreés la transition de phase en
utilisant des co-réactifs ayant des mécanismes de génération de I’ECL ou des propriétés
différentes. Pour cela nous avons sélectionné deux co-réactifs la DBAE et I’oxalate dont les

structures sont présentées Figure 1. 32.
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Figure I1. 32 : Structure chimique de la DBAE et des ions oxalates.
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Lors de la contraction des microgels, I’eau est expulsée de la matrice polymere, car les
interactions polymere-polymére sont plus favorables que les interactions polymere-solvant. Par
conséquent I’hydrophobicité du réseau augmente, ce qui peut entrainer une meilleure affinité
entre la matrice polymeére contenant le ruthénium et les radicaux issus de I’oxydation de la TPrA.
Si cette augmentation d’hydrophobicité permet une meilleure diffusion de la TPrA dans les
microgels, nous devrions alors observer un changement de comportement en utilisant un co-
réactif moins hydrophobe. C’est pour cette raison que nous avons choisi de travailler avec le
DBAE. Ce co-réactif est également une amine tertiaire, dont le mécanisme de génération de
I’ECL est similaire a celui de la TPrA. Le comportement avec ce co-réactif est alors étudié avant

et apreés la transition de phase des microgels NiRu6. Les résultats sont présentés Figure I1. 33.
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Figure 1I. 33 : a) voltampérométrie cyclique et b) signal ECL des microgels NiRu15 dans I’état gonflé & 25°C (—) et dans I’état
contracté a 37°C (—). La concentration en ruthénium est de 3,7x10°° M. Les mesures sont réalisées avec une électrode en carbone

vitreux dans un tampon phosphate 20 mM pH 7,4 et 10 mM de DBAE.

L’évolution du courant lors des expériences de voltampérométrie cyclique est identique a celle
observée avec la TPrA. Nous observons bien la présence des deux vagues d’oxydation
correspondant a I’oxydation de la DBAE (0,8 V) et celle de I’oxydation électrocatalytique de la
DBAE par les Ru(bipy)s®*. De plus, la température a le méme effet sur chacune des vagues, &
savoir un courant identique pour la premiére et une augmentation d’un facteur 1,7 pour la
deuxiéme. Le comportement électrochimique est donc identique a celui observé avec la TPrA. En
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ce qui concerne les propriétés ECL, on retrouve également les mémes caractéristiques. Il n’y a
pas de luminescence avant le potentiel d’oxydation de Ruthénium, et la contraction du microgel
provoque I’exaltation du signal d’un facteur 22. On remarque cependant que la valeur absolue du
signal est plus élevée avec la DBAE, ce qui a déja été observé par I’équipe de Xu.*® Ces
expériences mettent alors en évidence qu’il n’y a pas de lien entre I’hydrophobicité du co-réactif

et le phénomene d’exaltation.

Nous avons alors choisi d’utiliser les ions oxalate comme co-réactif, car leur structure et
le mécanisme de génération de I’ECL sont différents de ceux employés précédemment. Le
protocole expérimental reste inchangg, seul le co-réactif est remplacé en prenant soin de garder la

méme concentration.
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Figure 1. 34 : a) voltampérométrie cyclique et b) signal ECL des microgels NiRu15 dans I’état gonflé a 25°C (—) et dans I’état
contracté & 37°C (—). La concentration en ruthénium est de 3,7x10° M. Les mesures sont réalisées avec une électrode en carbone
vitreux dans un tampon phosphate 20 mM pH 7,4 et 10 mM d’oxalate de sodium.

Dans ces expériences I’évolution du courant faradique est différente (cf Figure Il. 34). La
vague d’oxydation du co-réactif a 0,8 V est absente, car les ions oxalates ne sont pas directement
oxydés a I’électrode en solution aqueuse, comme nous I’avons déja mentionné précédemment
dans la partie 1.3.1. On observe uniquement I’oxydation électrocatalytique a 1,2 V. Les propriétés
ECL sont elles aussi légérement différentes. Bien que la luminescence apparaisse toujours au
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méme potentiel, le facteur d’exaltation quant a lui est deux fois plus grand que celui obtenu avec
les amines tertiaires. On calcule une valeur de 48 avec les oxalates alors qu’il était de 22 avec le
DBAE et 24 avec la TPrA. La théorie selon laguelle I’exaltation serait provoquée par une
meilleure affinité entre la matrice polymeére, plus hydrophobe aprés contraction, et le co-réactif
hydrophobe est une nouvelle fois remise en question. En effet dans ce cas, bien que les ions
oxalates soient hydrophiles, I’exaltation est plus grande. Contrairement aux amines tertiaires, les
oxalates sont chargés négativement, et aprés oxydation ils forment des radicaux également
chargés négativement. Des interactions électrostatiques peuvent donc avoir lieu entre les
complexes de ruthénium et les oxalates ou les radicaux produits, favorisant ainsi leur diffusion
dans les microgels. En comparant les valeurs absolues des signaux, on remarque que I’ECL
générée avec ce co-réactif est plus faible qu’avec les amines tertiaires, ce qui reste cohérent avec

les résultats de la littérature.

L utilisation de différents co-réactifs a permis de mettre en évidence que le changement
d’hydrophobicité du co-réactif ne permet pas de moduler le facteur d’exaltation du signal
ECL. En revanche, une modification des propriétés d’ECL est observée avec les ions oxalates.
Cependant nous ne pouvons pas conclure sur I’origine de cette différence, ni sur les raisons pour

lesquelles le signal d’ECL est exalté.
[1l.5. Discussion

L’étude réalisée jusqu’a présent nous a permis de mettre en évidence I’exaltation du
signal ECL lorsque les microgels sont dans I’état contracté. De plus, nous avons prouvé que cette
modification des propriétés d’ECL intervient sur le méme domaine de température que la
transition de phase des microgels. Dans cette partie, nous allons discuter des différents

phénomenes qui peuvent étre a I’origine de cette exaltation.

Le phénoméne d’exaltation du signal ECL n’est pas lié au rendement quantique du
complexe de ruthénium. En effet, les expériences de photoluminescence montrent que la
transition de phase n’affecte pas de facon significative les propriétés d’émission. Il en résulte
alors que ce phénoméne est gouverné par les transferts d’électrons qui permettent au final de

générer I’état excité.

-98 -



Chapitre Il : Microgels électrochimiluminescents pour le développement d’une nouvelle gamme
de biocapteurs

L’ECL est une technique qui est trés sensible a la nature de I’électrode, a la cinétique
d’oxydation et & la stabilité des radicaux produits.***° Par exemple, le signal ECL émis est plus
intense lorsque la surface de I’électrode est rendue plus hydrophobe a I’aide de tensioactifs, ou de
dérivés thiolés.**** Ainsi, le changement d’hydrophobicité créé par la contraction des microgels a

proximité de I’électrode de travail peut étre a I’origine de I’exaltation du signal ECL observée.

La transition de phase des microgels provoque non seulement une modification de
I’hydrophobicité, mais change également la distance moyenne entre deux complexes de
ruthénium. En effet, lorsque la matrice polymere se contracte cette distance diminue. Dans le but
de vérifier si cette distance peut étre a I’origine du phénoméne, nous avons tracé I’évolution du
signal ECL en fonction de la distance moyenne entre les complexes métalliques (cf Figure 1l. 35).
La distance entre les complexes a été estimée connaissant la teneur en ruthénium par particule et
en faisant I’hypothése que les complexes de ruthénium sont répartis de maniére homogeéne dans
la matrice polymeére. Pour chaque échantillon, le signal ECL est normalisé, c'est-a-dire qu’il est
divisé par la valeur obtenue avec le systtme de référence (Ru(bipy)s>*/TPrA) a la méme

température.
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Figure I1. 35 : Variation du signal ECL normalisé en fonction de la distance entre ruthénium dans I’état gonflé et dans I’état
contracté des microgels. Le signal pour chaque échantillon est normalisé par I’intensité ECL de la solution de ruthénium a la
méme température.
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On remarque alors que, lorsque la distance estimée est supérieure a 4 nm, il n’y a pas
d’évolution particuliére du signal ECL normalisé. En revanche, en dessous de cette valeur, le
signal augmente brutalement lorsque la distance diminue. La distance entre les sites redox est un
parametre important pour les processus de transfert d’électrons dans les hydrogels. En effet, le
taux de transfert d’électrons diminue de facon exponentielle avec la distance.”” Les points
expérimentaux semblent eux aussi suivre une loi du type exponentiel décroissant. Ces résultats
suggerent qu’un phénomeéne équivalent a la diffusion de charge dans des polymeres redox a lieu
dans nos microgels. Cette diffusion se fait par « saut d’électrons » entre une espéce oxydée et une
espéce réduite lorsque la distance qui les sépare est de I’ordre de 1 & 3 nm.”™ Cette valeur
correspond a celle calculée pour chaque échantillon de microgels dans I’état contracté ou le
signal est amplifié. Nous pouvons ainsi en conclure que le rapprochement des complexes de
ruthénium semble avoir un réle important dans le phénomene d’amplification du signal ECL au
méme titre que le changement d’hydrophobicité de la matrice polymere. Ces transferts
d’électrons peuvent étre impliqués dans deux processus électrochimiques qui ont lieu dans les
microgels. Le premier processus a pour effet une augmentation de I’oxydation électrocatalytique
du co-réactif par le Ru(bipy)s*". Lorsque les atomes de ruthénium sont suffisamment proches,
I’électron peut étre transféré d’un complexe de ruthénium a un autre, augmentant ainsi le nombre
de sites ou cette oxydation peut avoir lieu. Cependant, cette interprétation n’est pas en accord
avec les expériences de DPV qui nous ont permis de déterminer que le méme nombre d’atomes
de ruthénium par particule est électroactif quel que soit I’état de gonflement. Le second processus
pouvant avoir lieu, et qui est favorisé par un rapprochement des complexes, est la génération de
I’état excité par la réaction d’annihilation décrite dans la partie 1.3. Dans les microgels, le
Ru(bipy)s®* est produit par oxydation & I’électrode, et le Ru(bipy)s* résulte de la réaction entre le
Ru(bipy)s>* et les radicaux trés réducteurs formés lors de I’oxydation des co-réactifs. Bien que le
Ru(bipy)s" ne soit pas stable en solution aqueuse, les travaux de Fiaccabrino et al ont permis de
mettre en évidence que le temps de vie est assez long pour pouvoir réagir avec la forme
Ru(bipy)s®* aprés diffusion a I’échelle micrométrique.”” Ainsi la diminution de la distance
favorise la génération de I’état excité par annihilation, conduisant ainsi a un signal ECL plus

intense. De plus, I’environnement hydrophobe dans la matrice polymeére peut éventuellement
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permettre d’augmenter le temps de vie de I’espéce Ru(bipy)s*, ce qui contribue également a
I’obtention d’un signal ECL plus intense.

Cette étude des propriétés de luminescence lors de la transition de phase des microgels a
permis de mettre en évidence une amplification du signal ECL, pouvant atteindre jusqu'a deux
ordres de grandeurs, alors qu’aucun phénomene particulier n’est observé en photoluminescence.
De plus, nous avons réussi a mettre en évidence que non seulement il existe une corrélation entre
la transition de phase des microgels et I’amplification du signal ECL, mais aussi que ce
phénomene est réversible. La distance entre les complexes de ruthénium semble étre la cause
principale de I’exaltation du signal, car cela permet de moduler I’oxydation électrocatalytique du
co-réactif ainsi que la génération de I’état excité par annihilation. Etant donné que la distance
entre les sites redox semble étre le paramétre clef, cela signifie que ce concept peut étre
généralisé a tous les hydrogels stimulables et notamment aux microgels biostimulables. Ces
microgels offrent en plus I'opportunité de développer des nanomatériaux dont la couleur du
signal ECL peut étre modifiée grace au principe de transfert d’énergie entre deux fluorophores.
Ce transfert d’énergie est gouverné entre autre par la distance qui les sépare.

IV. Application a la détection des sucres

Fort des résultats précédents, nous avons cherché a développer des microgels
luminescents sensibles a un stimulus autre que la température. Nous avons choisi de rendre ces
microgels sensibles au glucose avec I’idée de détecter une éventuelle variation des propriétés de
luminescence en fonction de la concentration en glucose. Nous espérons ainsi développer les
premiers biocapteurs ECL sensibles au glucose. Des microgels sensibles au glucose ont déja été
synthétisés et étudié au laboratoire.” Pour conférer aux microgels une sensibilité au glucose, un
élément de reconnaissance de ce dernier est incorporé dans la matrice polymere par
copolymérisation. Ce dernier a pour effet de diminuer la transition de phase des microgels
préparés. Afin d’obtenir une sensibilit¢ a température ambiante, nous devons utiliser un
monomeére précurseur de polymeres thermosensibles dont la transition de phase est élevée : le
NIPMAM. Les dérivés de I’acide phénylboronique sont capables de se complexer avec les sucres
lorsque le pH est supérieur a leur pKa (cf Figure 1. 36).
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B—OH B—OH B——OH

Figure 11. 36 : Mécanisme de complexation du glucose par I’AAPBA.

Cependant ces récepteurs ne sont pas sélectifs du glucose car ils ont la capacité de se
complexer avec d’autres diols, comme par exemple le fructose. De plus, ce dernier est
généralement bien mieux complexé que le glucose, car sa constante d’association avec un acide
phénylboronique est plus de 30 fois supérieure.” Les constantes d’association sont répertoriées
dans le Tableau II. 3.

Tableau I1. 3 : Constante d’association du glucose et du fructose avec un acide phénylboronique.”

Constante d’association

Sucre L
(M™)

Glucose 4,6

Fructose 160

IV.1. Synthése et caractérisation de microgels luminescents sensibles aux
sucres

IV.1.1. Caractérisation des microgels

La synthése des microgels a été réalisée selon la méme procédure que celle utilisée
précédemment. Une partie du NIPMAM est substituée par un co-monomeére porteur de la
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fonction boronique, afin de les rendre sensible au glucose. Ainsi la copolymérisation va se faire
entre quatre monomeéres différents : le NIPMAM, le BIS, le mRu(bipy)s**, et le monomére
porteur du récepteur au glucose. L’ajout d’un nouveau co-monomere dans une synthése peut
venir perturber le bon déroulement de celle-ci. Pour ces premiers travaux, nous avons donc choisi
de travailler avec I’acide 3-acrylamidophenylboronique (AAPBA) (Figure Il. 37) dont le pKa est
de 8,2.

T
CHy—C—)———-CH,— {-cH,—CH
+ 2 1-x-y-z 2 \ 2 t
° 2+/3+ ©
ITIH HN
CH
7\
HsC CHy
B/OH
I
OH

Figure I1. 37 : Structure chimique des microgels luminescents sensibles au glucose.

Deux échantillons de composition différente sont préparés, I’'un contenant 0,2% molaire
de mRu(bipy)s** et I’autre contenant 1,5%. Les compositions des mélanges de monoméres sont
reportées dans le Tableau II. 4.

Tableau I1. 4 : Microgels synthétisés et leurs caractéristiques

% molairede % molairede % molaire % molaire dy(nm)  dy(nm)
Nom mRu(bipy)s®*  mRu(bipy)s”* d’AAPBA  d’AAPBA T=10°C T=40°C

introduit incorporé’ introduit incorporé’  (PDI)  (PDI)
141 95
*
RU2PBA 0.2 0.3 10 = (009  (0,08)
Ru15PBA 15 0,6 10 12 o o

(0,09) (0,08)

'Pourcentage molaire déterminé par ICP-AES. * Valeur aberrante
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Les microgels obtenus sont relativement monodisperses, comme en témoignent les faibles valeurs
de PDI et I’analyse par microscopie électronique a transmission (Figure II. 38). Les microgels ont
des tailles comparables a celles des microgels obtenus sans AAPBA, voire légerement

inférieures.

Figure 11. 38 : Clichés TEM des microgels a) Ru2PBA et b) Ru15PBA

IV.1.2. Etude de I’aspect stimulable des microgels

Nous allons a présent étudier quelle est I’influence de I’incorporation de I’AAPBA sur les
propriétés de gonflement des microgels a base de NIPMAM et quelles sont les modifications
provoquées par I’ajout de glucose. Pour cela, le diamétre hydrodynamique des microgels est
mesuré en fonction de la température, en présence ou en absence de monosaccharide, a un pH de
8,5. Cette valeur est proche du pKa de I’AAPBA et permet d’exploiter I’équilibre d’association
entre I’AAPBA et les monosaccharides. Les résultats pour les deux échantillons de microgels
sont présentés sur la Figure 1. 39. Les courbes présentées sont tronquées. Elles ne représentent
les microgels que lorsqu’ils sont dispersés. Lorsqu’ils atteignent I’état collapse, les microgels
sont agréges. Ce phénomeéne d’agrégation est lié aux conditions d’analyse choisies. L’analyse est
réalisée dans un tampon a 20 mM de phosphate. A cette force ionique, les interactions
électrostatiques sont écrantées, ce qui ne permet pas d’assurer la stabilité colloidale des microgels
a I’état contracté.
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Figure 11. 39 : Evolution du diamétre hydrodynamique des microgels en fonction de la température en présence de différentes
concentrations en monosaccharides (glucose ou fructose) des microgels a) Ru2PBA et b) Rul5PBA dans un tampon phosphate
20 mM pH 8,5.

Pour les deux lots, en absence de saccharide, I’incorporation de I’AAPBA diminue la température
de transition de phase volumique par rapport a celle d’un microgel de NIPMAM pur (45 °C). Ces
résultats indiquent clairement que la présence de I’acide phénylboronique renforce le caractére
hydrophobe des microgels, diminuant ainsi I’affinité des chaines polymeres pour I’eau. Ce
caractere hydrophobe peut étre expliqué par la présence du noyau aromatique. De méme, les taux
de gonflement entre I’état gonflé et contracté sont plus faibles que pour les microgels de
poly(NIPMAM) non fonctionnalisés. Ce taux est défini ici comme le rapport du volume dans
I’état gonflé sur le volume a I’état contracté. Pour I’échantillon de référence, ce taux vaut 18 alors

qu’il n’est que de 3,5 et 2,5 pour les échantillons Ru2PBA et Rul5PBA respectivement.

L’ajout de glucose a la solution de microgels modifie leur comportement. En effet, la température
de transition de phase augmente avec la concentration en glucose. Comme évoqué précédemment
la complexation du glucose va favoriser la forme chargée du dérivé boronique par rapport a la
forme neutre. Les boronates sont hydrophobes dans leur forme neutre, mais sont hydrophiles
lorsqu’ils sont chargés négativement. La matrice polymere devient alors de plus en plus
hydrophile avec I’ajout de glucose, ce qui se manifeste par I’augmentation de la température de
transition de phase observée. Le méme phénomeéne a également été observé par Katoaka et al sur

des hydrogels macroscopiques.” Ce phénoméne est clairement visible avec I’échantillon de
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Ru2PBA mais beaucoup moins avec I’échantillon Rul5PBA. Ce dernier contient plus de
ruthénium, donc plus de charges positives. De ce fait, le comportement est plus complexe, car le
caractere polyampholyte du réseau est beaucoup plus marqué. La réponse au glucose de
I’échantillon Rul5PBA étant faible, nous avons alors choisi d’étudier les propriétés de
gonflement en fonction de la concentration de fructose. En présence de 10 mM de fructose, le
changement de comportement est bien plus important qu’en présence de glucose (cf Figure Il.
40). La meilleure complexation du fructose par rapport au glucose par les dérivés boroniques en

est la cause.

1] | o Ru2PBA
o Ru15PBA "

Taux de gonflement

[glucose] ou [fructose] (mM)

Figure I1. 40 : Evolution du taux de gonflement des microgels Ru2PBA(o) et Rul5PBA () en fonction de la concentration en
glucose (symboles noirs) ou en fructose (symboles rouges) dans un tampon phosphate 20 mM pH 8,5 a 25 °C.

Les syntheses réalisées permettent alors I’obtention de microgels sphériques et de taille
homogéne. Les propriétés de gonflement des microgels sont dépendantes de la concentration de
glucose ou de fructose dans le milieu. Comme nous I’avons vu avec I’échantillon de Rul5PBA la
réponse est bien plus importante en présence de fructose. Dans le but de maximiser les éventuels
effets de la complexation sur la luminescence, nous choisissons alors de poursuivre notre étude

avec le fructose.
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IV.2. Influence de la concentration en fructose sur la photoluminescence

Dans cette partie nous allons étudier les propriétés de photoluminescence lorsque les
microgels sont en présence de différentes concentrations en fructose. L’analyse est réalisée dans
un tampon phosphate 20 mM, utilisé par la suite pour les études électrochimiques et a pH 8,5
pour I’étude des interactions avec les sucres. Avant d’étudier I’évolution de la photoluminescence
sur nos microgels, nous avons tout d’abord vérifié que la présence de fructose en solution n’altere
pas les propriétés de luminescence du complexe de ruthénium. Les spectres d’émission du

ruthénium en fonction de la concentration en fructose sont présentés Figure 1. 41.
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Figure II. 41 : Influence de la concentration en fructose sur la photoluminescence de Ru(bipy)s?* dans une solution tampon
20 mM pH 8,5 & 25°C. Aeye = 454 nm.

Les spectres d’émission présentent un maximum a 610 nm. lls se superposent
parfaitement, quelle que soit la concentration en saccharides. Le fructose n’a donc aucun effet sur
les propriétés de photoluminescence du complexe de ruthénium. La méme étude est alors réalisée
sur les microgels a une température de 25°C. Les spectres d’émission de chaque échantillon sont

présentés Figure 1. 42.
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Figure II. 42 : Influence de la concentration en fructose sur la photoluminescence de a) Ru2PBA et b) Rul5PBA dans une
solution tampon 20 mM pH 8,5 a 25°C. La concentration en Ru(bipy)32+ est de 5.10-5 M. Ag,c = 455 nm.

Les propriétés de photoluminescence sont modifiées pour les deux échantillons étudiés.
En effet, I’ajout de fructose induit non seulement une diminution du maximum d’émission, mais
également un effet bathochrome (déplacement de I’émission vers les plus grandes longueurs
d’onde). Ce résultat est inattendu, car I’étude précédente a permis de conclure que la transition de
phase n’a pas d’impact sur la photoluminescence. La modification simultanée du maximum
d’intensité et de la longueur d’onde suggere que le changement d’hydrophobicité est a I’origine
de ces variations. Ce phénomene a également été observé par I’équipe de Richter lors
d’expériences d’ECL. L’ajout de tensioactifs modifie de maniére non négligeable I’intensité de la
luminescence du complexe Ru(bipy)s®* et provoque un décalage du pic d’émission d’environ
8 nm.** Nous pouvons donc en conclure que le changement d’hydrophobicité, qui s’opére lors de
la contraction des microgels de poly(NIPAM) non substitué en réponse a la température, n’est pas
suffisamment important pour impacter les propriétés de photoluminescence, contrairement a celui
qui opére lors de la complexation du fructose par les dérivés boroniques. Afin de pouvoir
comparer les deux échantillons entre eux, nous reportons le taux de gonflement des microgels,
c'est-a-dire leur volume normalisé par le volume en absence de fructose a 25°C. Les variations du
taux de gonflement, de I’intensité de photoluminescence et de la longueur d’onde du maximum

d’émission en fonction de la concentration de fructose sont présentées Figure 1l. 43.
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Figure 1l. 43 : Evolution en fonction de la concentration en fructose a) du taux de gonflement, b) de I’intensité de
photoluminescence et ¢) de la longueur d’onde du maximum d’émission des microgels Ru2PBA (m) et Rul5PBA (®) dans une
solution tampon 20 mM pH 8,5 & 25°C. La concentration en ruthénium dans les échantillons est de 1,4.10°° M pour I"échantillon
RU2PBA et 3,7.10°M pour le Rul5PBA. Agy. = 455 nm.

On constate dans un premier temps qu’il y a une bonne corrélation entre I’évolution du taux de
gonflement et les variations des propriétés de photoluminescence. Les deux échantillons de
microgels n’ont pas la méme sensibilité au sucre. La variation du taux de gonflement est
beaucoup plus importante dans le cas de I’échantillon Ru2PBA. La diminution de I’intensité de
fluorescence est également plus importante pour cet échantillon. Apres I’ajout de 10 mM de
fructose, on ne retrouve plus que 40% du signal de départ avec le Ru2PBA contre 65% avec le
Rul5PBA. Plus le taux de gonflement des microgels est élevé, plus la luminescence diminue. Les

valeurs de longueurs d’onde du maximum d’émission diminuent de fagon similaire pour les deux
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échantillons, avec un décalage du maximum d’émission de 8 a 10 nm. Le méme phénomeéne est
donc a I'origine de ce déplacement. En absence de glucose, les microgels présentent un
maximum d’émission a 595 nm ou 602 nm en fonction de I’échantillon, ce qui est une valeur
inférieure & celle du Ru(bipy)s*" en solution et des microgels non fonctionnalisés par les
boronates (cf partie 111.3.1 et 111.3.2). Ce déplacement vers le bleu peut s’expliquer par la
proximité des noyaux aromatiques des boronates avec les complexes de ruthénium. En présence
de sucre, la matrice gonfle, ce qui induit un éloignement des chromophores et des cycles

aromatiques.
IV.3. Influence de la concentration en fructose sur I’'ECL

Aprés avoir étudié les propriétés de photoluminescence des microgels, nous nous
sommes intéressés a leurs propriétés d’ECL en fonction de la concentration en fructose. En guise
d’étude préliminaire, nous vérifions que la présence de fructose n’a pas d’incidence sur les

propriétés ECL du Ru(bipy)s** en solution.

L’étude est réalisée sur les deux échantillons de microgels Ru2PBA et Rul5PBA dans
un tampon phosphate 20 mM pH 8,5 a 25°C. Les deux échantillons ont conduit a des conclusions
identiques, nous ne présentons les résultats que pour I’échantillon contenant le plus de complexes

de ruthénium.
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Figure I1. 44 : Evolution en fonction de la concentration en fructose a) du diamétre hydrodynamique et b) de I’intensité ECL pour
les microgels Ru15PBA dans une solution tampon 20 mM pH 8,5 et 10 mM TPrA & 25°C. La concentration en ruthénium est de
3,7.10°M.
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A teneur égale en Ru(bipy)s”*, I'intensité ECL est plus faible que celle de I’échantillon de
microgel homologue non fonctionnalisé NiRul5. Cette différence d’intensité peut étre expliquée
par les différentes conditions de pH utilisées, ici 8,5 alors que le pH était de 7,4 dans les études
précédentes. En effet le mécanisme d’ECL est connu pour étre sensible au pH.*

Le signal ECL ne varie pas en présence de différentes concentrations en fructose, et ce, malgré le
changement de taille. Ce résultat est en désaccord avec le mécanisme discuté dans la partie I11.5,
selon lequel le signal ECL devrait étre exalté lors de la contraction des microgels. Dans le cas des
microgels sensibles au fructose, une diminution de I’intensité ECL était attendue, liée a
I’augmentation de la distance entre les complexes de ruthénium. Nous analysons ci-apres les
origines de cette différence de comportement. Deux explications sont possibles: soit les
boronates interferent dans le mécanisme ECL, soit les microgels ne possedent pas les mémes
propriétés de gonflement lors de I’expérience ECL que lors de la mesure en DLS. L’application
d’un potentiel de 1,3 V, ou alors la présence de radicaux, pourrait avoir des conséquences sur
I’oxydation des espéces impliquées dans le processus de gonflement. Afin de vérifier I’lhypothése
de I’oxydation a I’électrode, les microgels, ainsi qu’une solution d’acide phénylboronique sont
étudiés en DPV (cf Figure Il. 45).
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Figure 1l. 45 : Voltampérométrie différentielle & impulsion des microgels Rul5PBA (—) et d’acide phénylboronique(—). Les
mesures sont réalisées avec une électrode en carbone vitreux dans un tampon phosphate 20 mM pH 8,5 & 25°C.
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L’échantillon de microgels ne présente qu’un seul pic d’oxydation a un potentiel d’environ 1,1 V,
ce qui correspond au potentiel d’oxydation du ruthénium déja observé précédemment. Afin de
vérifier que le pic observé est uniquement di a I’oxydation du ruthénium, nous avons également
fait I’expérience sur une solution d’acide phénylboronique. Elle permet alors de confirmer que les
boronates ne sont pas électroactifs dans le domaine de potentiel étudié. Leur oxydation a
I’électrode n’est donc pas la cause de I’absence de modification des propriétés d’ECL.

Dans cette partie, nous avons démontré que les microgels luminescents sensibles aux
sucres peuvent étre utilisés comme capteurs grace a la modification de leurs propriétés de
photoluminescence. En revanche, pour des raisons actuellement inconnues, I’ECL ne permet pas
de déterminer la présence ou non de fructose dans le milieu d’étude. Une nouvelle fois nous
constatons que les deux techniques apportent des résultats différents et seulement I’'une des deux
ouvre des perspectives intéressantes. L’une d’entre elles est d’utiliser un autre dérivé de I’acide
phénylboronique, le 4-(1,6-dioxo-2,5-diaza-7-oxanyl) acide phénylboronique, dont le pKa est de
7,8.”° Ainsi nous pourrons préparer des microgels capables de détecter la présence de saccharides
a un pH proche de la valeur physiologique.

V. Modification des propriétés de Iluminescence de microgels
thermosensibles par transfert d’énergie entre molécules

fluorescentes

Cette partie est consacrée au développement de microgels électrochimiluminescents
capables de changer de longueur d’onde d’émission en fonction de leur état de gonflement. Pour
cela, nous allons exploiter le phénoméne de transfert d’énergie par résonance entre deux
molécules luminescentes. Avant de présenter les résultats, nous allons expliquer ce phénomene,
puis nous présenterons un apercu des microgels fluorescents dans lequel ce principe est utilise,

ainsi que les premiers travaux sur le transfert d’énergie par résonance en ECL.
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V.1. Objectifs et contexte
V.1.1. Rappel du principe de FRET

Le transfert d’énergie entre molécules fluorescentes ou transfert d’énergie par résonance
de type Forster (FRET) a été observé par Perrin au début du XX° siécle, mais est décrit pour la
premiére fois par Théodore Forster en 1948.”" D’aprés lui, ce procédé est défini comme un
transfert d’énergie entre une molécule fluorescente dans son état excité, appelée donneur, et un
chromophore appelé accepteur. Dans la majorité des cas, le donneur et I’accepteur sont des
molécules fluorescentes. Le transfert d’énergie entre le donneur (D) et I’accepteur (A) n’est pas
un processus radiatif, mais résulte d’interactions dip6le-dipdle intermoléculaires de longue
portée. Plusieurs conditions doivent étre réunies pour que le transfert d’énergie puisse avoir lieu.
Tout d’abord, le spectre d’émission de D et le spectre d’absorption de A doivent se recouvrir (cf
Figure I1. 46).”® Ce recouvrement est la preuve qu’une partie de I’énergie du donneur peut étre
absorbée par I’accepteur.

Donneur Accepteur
Ex Em Em
‘O
=
n
=
5
b
e
T T
A exc. A ém.

Longueurs d’ondes (nm)

Figure 1. 46 : Chevauchement du spectre d’émission du donneur et du spectre d’absorption de I’accepteur.

Une autre condition indispensable est la capacité des dipOles de transition de D et de A a
s’orienter I’'un avec I’autre, afin de pouvoir interagir. Ceci nécessite qu’au moins I’une des deux

molécules ait un degré de liberté de rotation rapide. Enfin la distance entre les chromophores, qui
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est un parameétre clef dans ce phénomene, doit étre inférieure a 10 nm. Au-dela de cette distance
le transfert d’énergie ne peut plus avoir lieu. L’efficacité du transfert d’énergie, quant a elle, est
liée au rendement quantique de D et au coefficient d’absorption de A. Plus ces valeurs sont
élevées, plus la quantité d’énergie transférée est grande. Pour un couple donné de donneur et
d’accepteur, la distance qui les sépare va également permettre de moduler la quantité d’énergie
transférée. En effet I’efficacité du transfert est inversement proportionnelle a la distance, notée R,
entre D et A & la puissance 6.”° Ainsi il existe une distance caractéristique a laquelle 50% de
I’énergie de D est transmise a A, appelée longueur de Forster, et notée Ro. La valeur de cette
distance est propre a chaque couple de chromophores. Grace a ces caractéristiques, le phénomene
de FRET est employé dans de nombreux domaines telles que la biophysique (changement de
conformation de protéines ou de I’ADN), la physicochimie des polyméres (miscibilité de
polymeres) ou encore en chimie analytique (design de capteurs ou de plateforme de

diagnostic).”®®

V.1.2. Transfert d’énergie par résonance en ECL (ECRET)

Le transfert d’énergie entre deux entités luminescentes est également possible lorsque le
donneur atteint I’état excité par voie électrochimique. Ce processus est appelé transfert d’énergie
par résonance en électrochimiluminescence (ECRET). Les conditions pour que ce transfert soit
possible sont les mémes que dans le cas du FRET. Bien évidemment, le donneur doit pouvoir
atteindre I’état excité selon le processus d’ECL, ce qui limite le nombre de donneurs possibles. Il
est préférable de choisir un accepteur qui ne soit pas capable d’émettre un signal ECL afin
d’exciter sélectivement le donneur. L’avantage de cette technique par rapport au FRET est
I’absence de source lumineuse, ce qui permet d’éviter les problémes liés a la diffusion et au bruit
de fond.

D’une maniére générale, le phénomene d’ECRET est souvent décrit entre un
luminophore organique et un quantum dot. Ce dernier peut étre aussi bien utilisé comme donneur
ou accepteur d’énergie. Les travaux de I’équipe de Jin ont permis de mettre au point un systeme
composé de quantum dots de CdSe/ZnS capable d’accepter I’énergie du luminol excité par voie

81,82

électrochimique en présence de peroxyde d’hydrogene. Dans ce cas, la composition du

quantum dot ne lui permet pas d’étre électrochimiquement actif. Il ne peut donc pas émettre de
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signal ECL. Ce systéeme a pour but d’étudier les interactions entre brins d’ADN, ainsi que les
changements de conformation de ces derniers. Ces deux phénomenes modifient la distance qui
sépare le donneur et I’accepteur, modulant ainsi I’efficacité du transfert d’énergie. La
luminescence émise par les quantum dots est intense, car plusieurs molécules de luminol peuvent
lui transmettre de I’énergie. La méme équipe a également développé un systeme similaire a celui-
ci, toujours dans le but d’étudier les interactions et les changements de conformation de brins
d’ADN, mais également de protéines.®*®* Dans ces travaux, les quantum dots sont utilisés comme
donneur d’énergie et une molécule organique de la famille des cyanines est choisie comme
accepteur. Selon les auteurs, les signaux enregistrés avec ce couple sont plus intenses. Le
transfert d’énergie est également plus efficace, car un quantum dot est susceptible de transférer

son énergie a huit molécules de cyanine 5.

Un autre systéme capable de transférer de I’énergie entre un quantum dot (donneur) et
un complexe de Ru(bipy)s** (accepteur) a été développé par I’équipe de Chen.® Les complexes
de ruthénium sont immobilisés a la surface de cellules. Les quantum dots quant a eux sont
immobilisés a la surface d’une électrode de carbone vitreux et fonctionnalisés avec des anticorps
pouvant se lier aux antigenes présents a la surface de certaines cellules. Cette reconnaissance
permet alors au couple donneur-accepteur d’étre suffisamment proche I’'un de I’autre pour
échanger de I’énergie. Ce systeme détecte la présence de cellules spécifiques a une concentration
minimum de 12,5 cellules par mL. Cette méthode simple, rapide et sensible semble trés
prometteuse pour I’analyse de cellules.

Peu de travaux décrivent le phénoméne d’ECRET uniquement entre molécules
organiques. Parmi ceux-ci I’étude réalisée par I’équipe de Prodi est trés originale car elle présente
le transfert d’énergie entre trois fluorophores confinés dans des nanoparticules.?® Ces derniéres,
sont composées d’un cceur en silice et d’une écorce de polyéthyléne glycol. Trois fluorophores
différents sont chargés dans ces matériaux : le 9,10-diphénylanthracéne (DPA), la rhodamine B et
une cyanine 5. Les auteurs ont mis en évidence un transfert d’énergie entre les couples
DPA/rhodamine B et DPA/cyanine 5, ainsi qu’entre la triade DPA/rhodamine B/cyanine 5 en
présence du co-réactif DBAE (cf Figure 1l. 47).
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Figure 1. 47 : Spectres normalisés d’ECL (a gauche) et de PL (a droite) contenant les différents fluorophores : (a, b) la DPA
seule, (c, d) le couple DPA/rhodamine B (ligne rouge) et DPA/cyanine 5 (ligne noire) et (e, f) la triade
DPA/rhodamine B/cyanine 5.5

Ces travaux montrent que le transfert d’énergie entre molécules organiques en ECL est possible.
Cependant ce systeme ne permet pas de faire varier la distance entre les fluorophores, ce qui ne

permet pas de moduler I’efficacité du transfert.
V.1.3. Stratégie développée pour I’étude des microgels

Dans cette partie nous allons présenter les fluorophores que nous avons choisis pour notre
étude. Etant donné que nous souhaitons étudier le transfert d’énergie au sein de nos microgels en
photoluminescence et en ECL, nous devons choisir un donneur photoluminescent qui est
également capable d’atteindre son état excité par voie électrochimique. Le complexe de
ruthénium, que nous avons étudié jusqu’a présent, remplit parfaitement ces conditions. A présent,
nous devons choisir un accepteur dont le spectre d’absorption chevauche le spectre d’émission du
complexe métallique, et dont I’émission est suffisamment éloignée de celle du Ru(bipy)s**, afin
de pouvoir distinguer la contribution des deux fluorophores. Notre choix s’est alors orienté vers
une famille de marqueurs synthétiques : les cyanines. Ce sont des polyméthines contenant un

atome d’azote a chaque extrémité de la chaine polyméthine (cf Figure 1l. 48)
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Figure 1. 48 : Structure chimique des cyanines.

En regle générale, pour désigner un fluorophore particulier de la famille, le nom cyanine est suivi
d’un numéro. Ce numéro donne une indication sur le nombre de carbones entre les deux atomes
d’azote. De plus, ce nombre de carbones va fixer les propriétés de fluorescence. Dans notre cas,
la cyanine la plus adaptée est la cyanine 5, car elle permet un recouvrement satisfaisant avec le
spectre d’émission du Ru(bipy)s** (cf Figure II. 49). De plus, elle est fonctionalisée par deux
groupements sulfonates qui permettent d’assurer une bonne solubilité de la molécule en milieu

aqueux.
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Figure I1. 49 : Spectre d’émission et d’absorption du Ru(bipy)s®* et de la Cya5-NHS.

Les travaux de I’équipe de Prodi, présentés précédemment, rapportent que la cyanine est
capable d’absorber de I’énergie d’une autre molécule fluorescente lors d’expériences ECL.* De

plus, le phénomene de FRET entre un complexe de ruthénium et une molécule issue de la famille
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des cyanines a également été mis en évidence dans les travaux de Descalzo et al.®” Ces résultats

sont encourageants et nous confortent dans notre choix du couple donneur/accepteur.
V.2. Etude de microgels d’architecture « simple »

Dans cette partie, nous allons présenter les résultats obtenus en photoluminescence et en
ECL sur des microgels qui ne présentent pas de structure interne particuliere. Nous allons, dans
un premier temps, Vérifier que le transfert d’énergie a bien lieu en photoluminescence, et nous

étudierons ensuite le systeme en ECL.
V.2.1. Caractérisation des microgels

Comme décrit en partie expérimentale, la Cyab est greffée a posteriori sur les microgels.
En effet, les cyanines peuvent étre dégradées en présence de radicaux et ne supporteront pas
d’étre introduites par copolymérisation radicalaire.®® Un couplage peptidique est alors envisagé
entre les fonctions amines introduites sur les microgels et la fonction N-hydroxysuccinimide
(NHS) de la cyanine. La structure finale des microgels ainsi synthétisés est présentée Figure II.
50.

R=Hou

Figure 11. 50 : Structure chimique des microgels. R est un hydrogene avant la fonctionnalisation ou la Cya5 apres.
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Des microgels contenant différentes teneurs et différents ratios en Ru(bipy)s”* et en APM
ont été préparés. Les compositions des différents échantillons de microgels sont présentées dans

le Tableau Il. 5.
Tableau I1. 5 : Récapitulatif de la composition des échantillons de microgels
% molairede % molairede % molaire  dy(nm) dn (nm)
Nom mRu(bipy):””  mRu(bipy)s”  d’APM T=25°C  T=40°C
introduit incorporé' introduit (PDI) (PDI)
600 243
1
RuOAP15 0 0 9 (0.15) (0,08)
349 164
9 19 % 4 %
RuU2AP4 0,2% 0,19 % 04 % (0,04) 0.02)
244 127
% 44 % 15 %
Ru3AP15 0,3% 0, 0 5 % (0,04) (0,01)
198 113
6 % 1,24 % 3%
Ru6AP30 0,6 % 0 0 (0.07) (0.01)

'Pourcentage molaire de ruthénium incorporé dans les microgels déterminé par ICP-AES.

Les trois échantillons de microgels ont des tailles homogénes comprises entre 198 nm et
349 nm dans I’état gonflé. Plus la quantité de monomere cationique ajoutée dans le milieu de
synthese est grande, plus les microgels sont petits. Comme déja observé dans la partie 111.2., ces
entités cationiques semblent jouer le méme rdle que I’ajout de tensioactif, a savoir de stabiliser

les nuclei en croissance, donnant ainsi naissance a des microgels de petites tailles.

Avant fonctionnalisation des microgels par la cyanine, le comportement en fonction de la
température est étudié afin de déterminer I’impact des monomeres cationiques sur la transition de
phase des microgels. L’évolution du diametre hydrodynamique en fonction de la température est
présentée Figure 1. 51.
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Figure I1. 51 : Evolution du diamétre hydrodynamique des échantillons Ru2AP4 (m), Ru3AP15 (e) et RUBAP30 (a) en fonction de
la température dans une solution tampon phosphate 4 mM pH 7 4.

Les trois échantillons ont conservé leur caractére thermosensible, bien que la présence des
charges modifie Iégerement leur comportement. En effet, les trois échantillons qui contiennent le
plus de charges ont une transition de phase moins abrupte que I’échantillon Ru2AP4. Les
répulsions électrostatiques s’opposent a la contraction des microgels et la présence de contre ions
exerce une pression osmotique. La transition de phase est donc plus douce.

Une fois les microgels fonctionnalisés par la Cya5, nous ne pouvons plus caractériser les
microgels par DLS. Le laser de I’appareil, qui a une longueur d’onde de 633 nm, provoque la
fluorescence de la cya5. Le signal enregistré ne permet donc pas de déterminer la taille des
microgels, car il est essentiellement issu de la fluorescence de la cyanine. Cependant, nous avons
tout de méme pu constater visuellement qu’apres fonctionnalisation, les microgels s’agrégent
lorsqu’ils sont dans I’état contracté (T > 35 °C) dans le tampon 20 mM pH 7,4 utilisé pour les
expériences d’ECL. Cette agrégation ne permettant pas d’étudier les phénoménes de transfert
d’énergie dans de bonnes conditions, nous avons été obligés de diminuer la force ionique de notre
solution tampon a 4 mM. Ainsi, les microgels sont stables sur tout le domaine de température
étudié.

-120 -



Chapitre Il : Microgels électrochimiluminescents pour le développement d’une nouvelle gamme
de biocapteurs

V.2.2. Transfert d’énergie initié par photoluminescence

Dans cette partie nous souhaitons étudier le phénomene de FRET entre le complexe de
ruthénium et la cyanine en fonction du taux de gonflement des microgels. Etant donné que nous
travaillons toujours avec la température comme levier, nous avons tout d’abord vérifié I’influence
de celle-ci sur les propriétés de fluorescence de chaque fluorophore. L’étude compléte est

présentée pour I’échantillon Ru2Cya4 Figure 1. 52.
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Figure I1. 52 : a) Spectre de photoluminescence des microgels Ru2AP4 avant fonctionnalisation avec la cyanine (Aey. = 454 NM) &
différentes températures. b) Evolution du maximum d’intensité (1., = 610 nm) en fonction de la température dans un tampon
phosphate 4 mM pH 7.,4. La concentration en ruthénium est de 2,5.10-7 M. /gy = 454 nm.

Contrairement aux échantillons de microgels copolymérisés avec du Ru(bipy)s** étudiés dans la
partie Ill, la diminution du maximum d’émission en fonction de la température n’est pas linéaire.
Une exaltation se produit aux environs de la transition de phase, ce qui n’avait pas été observé.
Ce phénomene se produit pour les microgels contenant peu de complexe de ruthénium et
s’atténue quand la teneur en luminophore augmente (cf Figure Il. 53). Son origine est a ce jour
incomprise. Elle nécessite des études plus approfondies comme par exemple des études de temps

de vie.
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Figure Il. 53 : Evolution du maximum d’intensité d’émission des échantillons Ru2AP4 (m), Ru3AP15 (e) et RUBAP30 (a) en
fonction de la température dans une solution tampon phosphate 4 mM pH 7,4. La concentration en ruthénium pour les différents
échantillons est respectivement : 2,5.10-7 M, 7,2.10-7 M et 8,4.10-7 M. A, = 454 nm.

L’influence de la température sur la photoluminescence est étudiée sur les microgels apres
fonctionnalisation. On s’intéresse tout d’abord a la cyanine. Les microgels sont donc excités a la
longueur d’onde correspondante au maximum d’absorption de la cyanine (644 nm). Les
propriétés de fluorescence évoluent de facon similaire quel que soit I’échantillon étudié.
L’augmentation de la température provoque une diminution linéaire de I’intensité de fluorescence
(cf Figure I1. 54). L’augmentation de la température favorise les processus de désexcitation non
radiatifs. La transition de phase des microgels n’a donc pas d’influence sur la fluorescence de la

cyanine.

-122 -



Chapitre Il : Microgels électrochimiluminescents pour le développement d’une nouvelle gamme
de biocapteurs

| Fluo (a.u.)

500

400

200 4>

100

20°C

320 -
300 -
280 -.
260 -

240

| Fluo (a.u.)

2204
200+
180

160

660

T
670

T T
680 690
Wavelength (nm)

10

T
15

T T T T T T T 1
20 25 30 35 40 45 50 55

Temperature (°C)

Figure I1. 54 : a) Spectres de photoluminescence des microgels Ru2Cya4 (e, = 644 nm) a différentes températures. b) Evolution
du maximum d’intensité (4en = 670 nm) en fonction de la température dans un tampon phosphate 4 mM pH 7 4.

Le phénoméne de FRET est alors étudié sur les échantillons fonctionnalisés avec

la cyanine. Les spectres obtenus, en excitant a la longueur d’onde du maximum d’absorption du

Ru(bipy)s®*, sont présentés Figure II. 55.
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Figure I1. 55 : Spectres de photoluminescence des microgels Ru2Cya4 a différentes températures. La concentration en ruthénium
est de 2,5.107 M. Jeye = 454 nm
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Les spectres présentent deux pics distincts, I’un a 610 nm correspondant a I’émission du
complexe de ruthénium, et le second a 670 nm da a la fluorescence de la cyanine. L’émission de
photons par cette derniere ne peut étre le résultat que d’un transfert d’énergie entre le complexe
de ruthénium et la cya5. Une seconde preuve que le transfert d’énergie a lieu, est I’exaltation du
signal de fluorescence de la cyanine lorsque la température augmente. Cette derniére provoque la
contraction des microgels et donc une diminution de la distance entre les fluorophores, ce qui
améliore I’efficacité du transfert d’énergie. Afin de vérifier s’il existe une corrélation entre une
augmentation de I’efficacité du transfert et le diametre des microgels nous avons confronté ces
valeurs sur un méme graphique. Pour cela nous avons calculé le ratio de fluorescence de

I’accepteur et du donneur pour chaque température étudiée.
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Figure Il. 56 : Evolution du diametre hydrodynamique des microgels Ru2AP4 (=) et du rapport de I'intensité de fluorescence
accepteur sur donneur (lexc = 454 nm) des microgels Ru2Cya4 (=) en fonction de la température dans un tampon phosphate
4 mM pH 7 4. La concentration en ruthénium est de 2,5.10-7 M. Ay, = 454 nm.

Les résultats présentés Figure 1l. 56 montrent que la courbe du ratio de fluorescence décrit
la courbe inverse de I’évolution du diametre hydrodynamique en fonction de la température.
Avant et apres la transition de phase, le ratio des intensités est constant, c’est uniqguement lors de
la contraction des microgels qu’il augmente d’un facteur d’environ 1,7. Ces résultats prouvent
que les deux parameétres sont corrélés et que le transfert d’énergie est possible entre les

complexes de ruthénium et les molécules de Cya5. La méme étude est alors réalisée sur les deux
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autres échantillons de microgels ayant des teneurs différentes en luminophore. Ainsi nous allons
pouvoir vérifier qu’en modifiant le nombre d’accepteurs par donneur il est possible de moduler le
phénomeéne de FRET. La Figure Il. 57 présente le ratio des intensités de fluorescence pour

chaque échantillon avant (20 °C), et aprés la transition de phase (40 °C).

I670 / IGlO

Ru2Cya4 Ru3Cyal5 Ru6Cya30

Echantillon

Figure I1. 57 : Rapport entre intensités émises par la cyanine et le ruthénium a 20°C (noir) et a 40°C (rouge) pour les microgels
contenant différents ratio de fluorophores dans un tampon phosphate 4mM pH 7,4. Les concentrations en ruthénium sont
respectivementde : 2,5.10-7 M, 7,23.10-7 et 8,4.10-7 M. Agyc = 454 nm.

On constate que le ratio des intensités avant la transition de phase est différent lorsque
I’on change le nombre d’accepteurs par donneur. Ce ratio est d’autant plus grand que le rapport
accepteur / donneur est grand. Les microgels contenant 0,3 % de Ru(bipy)s** et 1,5 % de Cyab,
ont un comportement quasi identique a celui des microgels contenant 0,6 % Ru(bipy)s** et 3 % de
Cyab. Ces résultats tendent a montrer que le transfert est constant pour un rapport entre accepteur
et donneur donné. La quantité de donneurs semble avoir peu d’influence sur I’efficacité du

transfert.

Nous avons également comparé |’augmentation du transfert d’énergie en fonction de la
composition en fluorophore de la matrice. Pour cela nous avons calculé le rapport du ratio des
intensités de fluorescence a 40 °C sur le ratio des intensités a 20 °C, les données sont répertoriées

dans le Tableau Il. 6.
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Tableau I1. 6 : Récapitulatif du rapport des intensités d’émission et des distances estimées entre fluorophores.

Distance Distance

| .
- e70/ls10  le70/l610 Exaltation moyenne x moyenne x Xso
Echantillon du FRET entre Aet D entre AetD e
25°C 50 °C 25°C 50°C 23

(nm) (nm)

Ru2Cya4 2.3 41 1,78 7,1 3,3 0,47
Ru3Cyal5 4.4 7,7 1,74 45 2,3 0,52
Ru6Cya30 49 8,1 1,65 3,3 19 0,57

Ce tableau met en évidence que la composition des microgels n’a pas d’influence sur
I’accroissement de I’efficacité du FRET. Quelle que soit la composition étudiée, le rapport des
intensités de fluorescence est multiplié par un facteur proche de 1,7. La composition en
fluorophores des microgels ne permet pas de modifier I’amplification du transfert d’énergie mais
uniquement le ratio des intensités de fluorescence a une température donnée. La distance entre
les fluorophores est calculée a partir du volume d’un microgel et du nombre de motifs par
microgels. Nous admettons que la répartition des fluorophores est statistique dans la matrice
polymere. Ces calculs nous permettent alors de constater que le rapport des distances moyennes
entre fluorophores dans I’état contracté et dans I’état gonflé reste constant quel que soit
I’échantillon étudié.

Dans cette partie nous avons mis en évidence que le transfert d’énergie entre le couple
donneur/accepteur sélectionné est possible. De plus, la diminution de la distance donneur-
accepteur lors de la contraction des microgels permet d’augmenter la quantité d’énergie
transférée. Nous avons également pu constater que la composition en fluorophores des microgels
influence le ratio des intensités mais n’améliore pas I’amplification de I’efficacité du transfert
d’énergie.

V.2.3. Etude des propriétés d’ECL

Nous souhaitons a présent étudier le transfert d’énergie entre le donneur et I’accepteur

lorsque le complexe de ruthénium est excité par voie électrochimique. Les expériences sont
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également réalisées dans un tampon 4 mM afin de s’assurer que les microgels ne s’agrégent pas
lorsque la température est supérieure a la transition de phase volumique. Etant donné que le
DBAE permet d’obtenir des signaux d’ECL plus intenses, nous I’avons utilisé comme co-réactif

avec I’échantillon contenant la plus grande quantité de fluorophores (Ru6Cya30).

La génération d’ECL est alors étudiée suivant le méme protocole utilisé pour les

microgels contenant uniquement les complexes de ruthénium. Les spectres enregistrés avec les

microgels Ru6Cya30 a 20 °C et a 40 °C sont présentés Figure 1l. 58.
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Figure 11. 58 : Spectres enregistrés pendant les expériences de voltampérométrie cyclique a 20°C (—) et a 40°C (—) de
I’échantillon Ru6Cya30 dans un tampon phosphate 4mM pH 7,4 et 10 mM de DBAE. La concentration en ruthénium est de

1,7.10-6 M.

Les expériences d’ECL mettent en évidence la présence de deux pics qui semblent
correspondre aux pics de chaque fluorophore incorporé dans la matrice polymeére. On note aussi
que l’augmentation de la température se traduit également par une exaltation du signal ECL
comme déja observé précédemment. Des résultats similaires a ceux présentés Figure Il. 58 sont
également obtenus avec les deux autres échantillons de microgels. Bien que la forme des spectres
semble suggérer que le transfert d’énergie ait lieu, I’analyse des données nous meéne a une

interprétation différente. Une premiére constatation surprenante est que le pic attribué a
I’émission de la cyanine demeure de plus faible amplitude que celui des complexes de ruthénium.
Par ailleurs, le ratio entre les deux pics ne varie pas lorsque les microgels se contractent. Ces
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résultats ne sont pas cohérents avec I’étude réalisée en photoluminescence, ou le pic d’émission
de la cyanine est environ 5 fois plus intense avant la transition, et 8 fois plus intense dans I’état
contracté. Malgré la forme des spectres observés, nous en concluons qu’il n’y a pas de transfert
d’énergie entre les complexes de ruthénium et les molécules de cyanine en ECL. La question qui
se pose alors est : pourquoi observons-nous deux pics distincts si le transfert d’énergie ne se fait
pas ?

En analysant plus attentivement le pic d’émission du ruthénium, on constate qu’il est
beaucoup moins large que lors des expériences précédentes. Etant donné que la solution de
microgels étudiée est bleu intense, nous supposons qu’il y a un phénomeéne d’absorption de la
luminescence du ruthénium. Une hypothése est alors émise : les deux pics seraient le résultat
d’une convolution entre le spectre d’émission du ruthénium et du spectre d’absorption de la
cyanine. Afin de vérifier cette hypothese, nous comparons les spectres d’ECL des microgels
avant et apres fonctionnalisation avec le spectre de transmission de la cya5-NHS (cf Figure II.
59).
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Figure I1. 59 : Spectre enregistré pendant les expériences de voltampérométrie cyclique a 40°C de Ru6AP30 (—) et de Ru6Cya30
(=) dans un tampon phosphate 4mM pH 7,4. Spectre de transmittance de la cya5-NHS (—).La concentration en ruthénium est de
1,7.10-6 M.
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La comparaison des spectres ECL avant et aprés fonctionnalisation, a une concentration
fixe de microgels, permet de mettre en évidence que les molécules de cyanine n’émettent pas de
luminescence. En effet, les spectres se superposent entre 700 et 800 nm, ce qui prouve que la
cyanine ne contribue pas au signal enregistré et qu’il n’y a donc pas de transfert d’énergie. La
comparaison avec le spectre de transmission de la cya5-NHS confirme que notre hypothése
concernant la convolution des spectres est plausible. Le minimum de transmittance de la solution
de cya5 correspond au minimum entre les deux pics de I’échantillon Ru6Cya30. Une partie du
signal ECL généré a la surface de I’électrode est absorbée par la solution qui se trouve entre la
surface de I’électrode et le détecteur. Dans le but de confirmer ou d’infirmer définitivement
I’hypothese de I’absorption du signal par la cyanine, nous avons étudié I’influence de la distance
parcourue par les photons dans la solution sur les spectres d’ECL (cf Figure 11. 60).
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Figure 1. 60 : a) Schéma du montage expérimental d’ECL et b) Spectres d’ECI enregistrés pendant les expériences de
voltampérométrie cyclique a 40°C des microgels Ru6Cya30, dans un tampon phosphate 4mM pH 7,4.Pour chaque spectre la
distance d est modifiée. La concentration en ruthénium est de 1,7.10°° M.

Plus la distance parcourue par les photons en solution est grande, plus le signal d’ECL
émis a 644 nm est absorbé. Lorsque la distance est trés faible (1 mm), le spectre enregistré est
tres proche du spectre d’émission du ruthénium, les photons ne sont presque pas absorbés par la

solution. La loi de Beer-Lambert, qui établit une proportionnalité entre I’absorbance et la distance
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parcourue en solution, semble s’appliquer a notre systeme. Cela confirme alors I’hypothése que le
phénomene d’absorption est responsable de I’apparition de deux pics lors des expériences d’ECL.

L’absence d’émission des molécules de cyanine a donc été mise en évidence. De plus,
lorsque la distance d est faible, I’intensité du pic de ruthénium est la méme que celle observée
avant fonctionnalisation, ce qui indique que le transfert d’énergie ne se fait pas entre les deux
fluorophores. La question qui se pose a présent est : pourquoi le transfert est-il effectif lors des
expériences de photoluminescence et qu’il ne I’est pas en ECL ? Pour essayer de répondre a cette
question, nous listons les principales différences entre les deux techniques. La premiere
différence est I’'ajout d’un co-réactif a la solution pour générer I’ECL. Il est alors possible que ce
dernier puisse réagir spontanément avec la cyanine, provoquant ainsi une modification des
propriétés de fluorescence. Pour vérifier si I’ajout du DBAE a un impact sur la fluorescence des
microgels, les spectres d’émission sont enregistrés avant et apres I’ajout du co-réactif (cf Figure
1. 61).
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Figure 1. 61 : Spectre de fluorescence (exc = 454 nm) de Ru6Cya30 dans un tampon phosphate 4 mM pH 7,4 sans DBAE (—) et
en présence de 10 mM de DBAE (—) a 20 °C. La concentration en ruthénium est de 1,7.10-6 M.
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Les deux spectres enregistrés sont identiques. L’ajout du co-réactif a la solution de
microgels n’engendre pas de modification chimique, ni d’interaction qui impliqueraient un

changement des propriétés de luminescence.

Une seconde différence entre les deux études est I’application d’un potentiel a une
électrode de travail, afin d’oxyder électrochimiquement les complexes de ruthénium et le co-
réactif. Cependant, il est également possible que la cyanine soit oxydée a la surface de I’électrode
durant la voltampérométrie cyclique. Pour déceler si les molécules de cyanine sont électroactives
dans le domaine de potentiel utilisé lors de nos expériences, des microgels en solution avant et
apres fonctionnalisation, ainsi qu’une solution de cya5-NHS, sont étudiés en voltampérométrie
différentielle a impulsion (cf Figure Il. 62). Pour cette étude, nous avons utilisé un tampon
phosphate 20 mM afin que la solution soit suffisamment conductrice. Notons que dans ces
conditions, les microgels sont stables a 20 °C.
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Figure 1l. 62 : DPV des microgels RuBAP30 avant (—) et aprés fonctionnalisation (—) et des microgels Ru0OCyal5 (—) dans un
tampon phosphate 20 mM pH 7,4 & 25 °C. La concentration en ruthénium pour les trois échantillons est de 10 M.

L’analyse des microgels RuOCyal5 révele la présence d’un pic d’oxydation entre 0,4 V et

0,5 V. Cette molécule est donc oxydée a la surface de I’électrode sur le domaine de potentiel de
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notre étude. Les microgels fonctionnalisés contiennent deux espéces oxydables, dont le
ruthénium qui réagit a 1 V. Le pic a 0,4 V peut provenir soit de I’oxydation des groupements
amine introduits dans les microgels qui n’ont pas réagi lors de la fonctionnalisation, soit de
I’oxydation de la cya5. L’expérience sur les microgels avant fonctionnalisation prouve que le
signal a 0,4 V n’est pas provoqué par les amines, car on observe un seul pic a 1 V. Il en résulte
que la cya5 est active électrochimiquement ce qui modifie ses propriétés spectroscopiques et

notamment sur son absorbance comme le prouve les résultats de la Figure 11. 63.
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Figure I1. 63 : Evolution temporelle des spectres d’absorbance d’une solution de Cya5-NHS & 10”° M lorsqu’un potentiel de 0,8 V
est appliqué.

L’étude des microgels fonctionnalisés a révélé que le transfert d’énergie entre les
complexes de ruthénium et les molécules de cya5, qui a lieu en photoluminescence, n’est pas
possible en ECL. La modification chimique de I’accepteur a la surface de I’électrode semble étre
a I’origine du phénoméne observé. Afin d’éviter ce probléme, nous envisageons de modifier
I’architecture de nos microgels en espérant que la matrice polymeére soit capable d’isoler
électrochimiquement le fluorophore de la surface de I’électrode. Par la méme occasion, nous
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pourrons évaluer I'impact de I’architecture des microgels sur le transfert d’énergie en
photoluminescence.

V.3. Etude de microgels coeur-écorce

La méme étude que celle réalisée dans la partie précédente est effectuée sur des microgels
de type cceur-écorce. Ce type de structure offre la possibilité de compartimenter les fluorophores
dans la matrice polymere. L’effet de cette organisation sur le phénomene de FRET sera alors
étudié et nous Vérifierons que cette stratégie permet de protéger la cyanine.

V.3.1. Caractérisation des microgels

La synthése de microgels cceur-écorce s’effectue en deux étapes. Le cceur est synthétisé
dans un premier temps de la méme maniére que les microgels ayant une architecture simple et
sont ensuite purifiés. Lors de la seconde étape, I’écorce est synthétisée autour des cceurs en
solution. Ce protocole offre I’opportunité de préparer des microgels dont la structure chimique du
cceur et de I’écorce est différente. Notre objectif est de préparer des microgels dont le cceur

contient les cyanines, afin d’essayer de les isoler de I’électrode et dont I’écorce est constituée des

électrochimiquement afin de générer le signal ECL.

complexes de ruthénium. Ainsi les complexes de ruthénium restent accessibles
--vee

3

b |

A
&

Figure 11. 64 : Cliché TEM a) des ceeurs AP15 et b) des microgels AP15@Rul5.
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La premiére étape, permet I’obtention de cceurs dont la taille et la structure sont homogenes
comme en attestent les images de microscopie électronique a transmission (Figure Il. 64). Aprés
la seconde étape, le diamétre des microgels avant la transition de phase a plus que doublé tout en
conservant une distribution de taille homogene (Figure Il. 65), ce qui constitue une preuve de
I’ajout d’une écorce qui enrobe les cceurs. L’évolution du comportement des microgels en
fonction de la température est étudiée avant et apres la synthése de I’écorce. Dans les deux cas, la
température de transition de phase est identique, car chaque compartiment est composé du méme
monomere thermosensible. Les microgels cceur-écorce possedent donc une seule transition de
phase qui a lieu sur un domaine de température plus étendu que celui des microgels d’architecture

simple.

700
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Coeur-écorce
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500 +

400 —

300 +
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100
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20 30 40 50
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Figure Il. 65 : Evolution du diamétre hydrodynamique des cceurs (*) et des microgels cceur-écorce () en fonction de la
température dans une solution tampon phosphate 4 mM pH 7 4.

Aprés caractérisation les microgels sont fonctionnalisés avec la Cya5-NHS suivant le
méme protocole que celui utilisé précédemment. Les propriétés de luminescence de ces microgels
seront également étudiées dans un tampon phosphate 4 mM a pH 7,4. Dans ces conditions les
microgels sont stables sur le domaine de température d’étude.
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V.3.2. Etude du transfert d’énergie en photoluminescence

Avant d’étudier le phénoméne de FRET des microgels cceur-écorce nous avons vérifié
que la contraction des microgels n’a pas d’impact sur les propriétés de fluorescence de chacun
des fluorophores. Comme dans la majorité des microgels étudiés précédemment, on observe une
diminution de I’intensité de fluorescence lorsque la température augmente et la contraction n’a
pas d’influence particuliére. L étude du transfert d’énergie a donc été réalisée en enregistrant les
spectres de photoluminescence a différentes températures, lorsque les complexes de ruthénium
sont excités. L’évolution du ratio des intensités de fluorescence de chaque fluorophore est
également tracée et comparée au comportement de gonflement des microgels cceur-écorce
(Figure 11. 66).

1 a) 700 - b) ) 45
200 — 25°C ®  Diametre
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L 80 £ 400 1,
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40 300 41
204 . 250 -
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Figure I1. 66 : a) Spectres de fluorescence (Aexc = 454 nm) a différentes températures des microgels AP15@Rul5 fonctionnalisés
avec la Cya5 dans un tampon phosphate 4 mM pH 7,4. b) Evolution du diamétre hyd rodynamique des microgels ceeur-écorce (*)

et du rapport de I’intensité de fluorescence accepteur sur donneur (lexc = 454 nm) des microgels ceceur-écorce fonctionnalisés (=)
en fonction de la température dans un tampon phosphate 4 mM pH 7 4.

Sur les spectres enregistrés, on observe I’émission des deux fluorophores sur tout le
domaine de température étudié. Le transfert d’énergie est donc effectif, méme lorsque les
microgels sont gonflés et malgré le fait que les molécules fluorescentes ne soient pas localisées
dans le méme compartiment. On constate également que le ratio des intensités a 20 °C est égal au
ratio des % molaires des fluorophores incorporés, comme nous I’avions déja observé avec les
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microgels qui n’ont pas de structure interne particuliére. Avant 30 °C, le ratio des intensités est
constant et le diametre des microgels évolue peu. Au-dela de cette température, lorsque les
microgels se contractent, le ratio des intensités est exalté puis se stabilise aprés la transition de
phase volumique. Pour cet échantillon, la contraction des microgels est également a I’origine de
I’exaltation de I’efficacité du transfert d’énergie. Le rapport des intensités de fluorescence est 4
fois plus grand apres la contraction des microgels. L’augmentation de la température a plus

d’effet que précédemment.

Le phénomeéne de transfert d’énergie est également possible au sein de microgels cceur-
écorce, ou le donneur et I’accepteur se trouvent respectivement dans I’écorce et dans le cceur.
L’amplification de I’efficacité du transfert d’énergie observée lors de la contraction des microgels
est plus grande avec ce type de particules. Ces premiéres études ne permettent pas de conclure
que cette différence d’amplification est liée a la structure des microgels.

V.3.3. Etude des propriétés d’ECL

Les microgels cceur-écorce sont également étudiés en ECL, en espérant que les molécules
de cyanine soient suffisamment protégées pour que le phénomene d’ECRET puisse avoir lieu.
Les conditions d’analyse sont identiques a celles utilisées pour les microgels d’architecture

« simple ».
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Figure I1. 67 : Spectre enregistré pendant les expériences de voltampérométrie cyclique a 20°C (—) ef a 40°C (—) des microgels
ceeur-écorce fonctionnalisés dans un tampon phosphate 4mM pH 7,4 avec 10 mM DBAE.
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Comme pour les échantillons précédents, I’intensité du signal ECL est plus grande a
40 °C qu’a 20 °C, ce qui prouve que la contraction des microgels cceur-écorce est également a
I’origine d’une exaltation du signal. Dans le but de comparer le ratio des intensités émises a
610 nm et a 670 nm les valeurs sont normalisées. Elles sont tracées en fonction de la longueur
d’onde pour les deux températures Figure Il. 67. Les spectres normalisés enregistrés aux deux
températures se superposent, ce qui indique que le ratio des intensités n’évolue pas avec la
température. D’aprés I’étude précédente sur les microgels non structurés, nous pouvons en
conclure que le pic observé a 670 nm n’est pas di a I’émission de I’accepteur, mais a la
convolution du spectre d’émission du ruthénium et du spectre d’absorption de la cyanine. Il n’y a
donc pas de transfert d’énergie entre les deux fluorophores. Afin de vérifier si I’oxydation du
fluorophore est une nouvelle fois mise en cause, I’échantillon est analysé par voltampérométrie
différentielle a impulsion (Figure 1. 68).

6]
3,0x10 —— Ru6Cya30
—— Ap15@Rul5
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Potentiel (V) vs. Ag/AgCI

Figure 1I. 68 : DPV a 20°C des microgels Ru6Cya30 (—) et des microgels AP15@Rul5 (—) dans un tampon phosphate 20 mM
pH 7.4,

L’analyse révéle la présence de deux pics d’oxydation qui sont similaires a ceux observés
avec I’échantillon Ru6Cya30. L’ajout d’une écorce de polymere autour des cceurs ne permet pas
de protéger la cyanine de I’oxydation. L’étude du transfert d’énergie initié par ECL n’est donc
pas possible avec ce type de microgels cceur-écorce.
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Conclusion

Au terme de ces études, nous avons préparé des microgels thermosensibles adressables
électrochimiquement et capables d’émettre un signal ECL. La particularité de ces systemes réside
dans I’'amplification du signal ECL lors de la contraction des microgels, alors que les propriétés

de photoluminescence ne sont pas affectées.

L’étude préliminaire des microgels luminescents sensibles aux sucres a révélé des propriétés de
photolumimescence intéressantes en fonction de la concentration en fructose. Une étude plus
approfondie sera réalisée afin de confirmer les résultats obtenus. En revanche, I’étude en ECL de
ces mémes microgels ne montre aucune évolution du signal émis lors d’ajout de fructose. L’ enjeu
est a présent de comprendre les raisons pour lesquelles nous n’observons aucune évolution du

signal émis et de trouver des solutions.

La modification des propriétés de luminescence par transfert d’énergie a pu étre observée
uniquement lors des expériences de photoluminescence. En ECL, I’accepteur ne semble plus
capable de recevoir I’énergie du donneur. L’oxydation des molécules de cyanine a la surface de
I’électrode est peut étre une des raisons pour lesquelles le transfert d’énergie n’est pas effectif.
Notre tentative de protection de I’accepteur de I’oxydation par une écorce de polymere n’a pas

été efficace. La poursuite de ces travaux peut se faire selon trois voies :

- Soit de placer I’accepteur dans une matrice non thermosensible mais bien plus
protectrice que le NIPAM comme le polystyréne

- Soit de travailler avec une cyanine symétrique qui, d’aprés une étude récente menée
au laboratoire, semble plus stable vis-a-vis de I’oxydation que celle utilisée dans notre
étude.

- Soit sélectionner un nouvel accepteur capable d’échanger de I’énergie avec le

complexe de rtuhénium comme le bleu de Nil.
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Introduction au chapitre

Les émulsions sont des mélanges métastables de deux liquides non miscibles, d’aspect
macroscopiquement homogeéne. Elles résultent de la dispersion sous forme de gouttes
sphériques, de diametre variant de 0,1 a quelques dizaines de micrometres, de I'un des liquides
(appelé phase dispersée) dans le second (appelé phase continue). Il y a plus d’un siecle,
Ramsden et Pickering ont démontré I’aptitude de particules colloidales a stabiliser durablement
des émulsions.>? Grace a la microscopie optique, Pickering observe I’adsorption des particules
et releve le caractére rigide des interfaces. Cette étude pionniere est a I’origine de la
terminologie actuellement utilisée pour désigner ces matériaux : les émulsions de Pickering. Il
établit également que la stabilisation d’émulsions par des particules n’est possible que si ces
derniéres sont partiellement mouillées par la phase dispersée et par la phase continue. Depuis
une vingtaine d’années, sous I’'impulsion de plusieurs équipes, ces émulsions ont connu un
regain d’intérét, notamment lorsqu’elles sont stabilisées par des microgels déformables et
stimulables. De nombreux travaux ont montré que les émulsions stabilisées par ce type de
particules présentaient une grande sensibilité a des stimuli, comme le pH ou la température, de
sorte que ces systtmes sont trés prometteurs pour relever les défis de la formulation.®® La
majorité de ces études est réalisée avec des microgels de poly(NIPAM) qui sont des matériaux
thermosensibles dont la structure a été largement étudiée. Les travaux entrepris jusqu’a présent
ont permis de démontrer leur capacité a stabiliser des émulsions ainsi que de les détruire sur
demande. A I’heure actuelle, les mécanismes qui régissent ce comportement ne sont pas
totalement élucidés et des zones d’ombre persistent, notamment sur les causes de I’'impact du
taux de réticulation sur la stabilité des émulsions, ainsi que sur I’évolution et I’importance des

propriétés mécaniques des microgels a I’interface.

L’objectif de cette étude est d’étudier les propriétés d’adsorption des microgels a une interface
plane. Nous souhaitons notamment étudier la déformation des microgels dans le but d’établir un
lien entre leur conformation et les propriétés mécaniques de I’interface. L’enjeu est donc de
comprendre I’impact de la déformabilité des microgels sur la stabilisation des émulsions et de
pouvoir comparer leur adsorption aux particules solides et aux polymeéres linéaires, compte tenu

de la dualité des microgels entre ces deux états. Pour ce faire nous avons étudié, en premier lieu,
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les changements de conformation lorsque les microgels sont adsorbés a une interface plane et
soumis a une compression forcée. Plusieurs échantillons, avec des taux de réticulation
différents, seront analysés par cette technique. L impact de la réticulation sera également étudié
sur I’adsorption spontanée des microgels par la technique de la goutte pendante. Enfin les
propriétés d’élasticité dilatationnelle seront également comparées pour les différents
échantillons en fonction de leur conformation a I’interface. Afin de comprendre le contexte de
cette étude, il est nécessaire de donner quelques notions sur les émulsions stabilisées par des
particules solides et de dresser un état des lieux sur les connaissances concernant les émulsions

stabilisées par des microgels, et plus particulierement ceux a base de poly(NIPAM).
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|. Contexte de I'étude

I.1. Emulsions stabilisées par des particules solides

Ces émulsions, appelées émulsions de Pickering, sont stabilisées par des particules
partiellement mouillées par I’eau et par I’huile. Pour les émulsions stabilisées par des
tensioactifs, la loi empirique de Bancroft permet de prévoir le type d’émulsion (directe ou
indirecte) en fonction de la balance hydrophile-lipophile (HLB) du tensioactif utilisé.® Dans le
cas des émulsions stabilisées par des particules colloidales, Finkle et al. ont été les premiers a
établir une relation entre la nature des particules colloidales et le type d’émulsion obtenue.’” Ces
travaux ont permis de conclure que dans une émulsion de Pickering, la phase qui mouille
préférentiellement les particules solides est la phase continue. Afin de quantifier le mouillage

des particules, la notion d’angle de contact est importante (cf Figure 111. 1).

huile huile huile

¢>/ eau ¢ eau ¢ k’ eau

Figure I11. 1 : Schéma illustratif des angles de contact d’une particule adsorbée sur une interface eau/huile plane pour un angle
de contact @ inférieur a 90° (a gauche), égal a 90° (au centre) et supérieur a 90 ° (a droite)

Schylman et Leja ont alors montré que :

- si ¢ <90 ° les particules stabilisent des émulsions directes
- si¢>90 ° les particules stabilisent des émulsions indirectes

L’angle de contact ¢ formé par la particule a cette interface est donc important. Comparé aux
émulsions classiques stabilisées par des tensioactifs, un aspect remarquable est I’ancrage
irréversible des particules. On peut calculer I’énergie d’ancrage d’une particule de rayon r a
I’interface eau-huile. C’est la différence d’énergie entre I’interface nue et I’interface recouverte
de la particule. En d’autres termes c’est la variation d’énergie de surface lorsqu’on remplace
I’interface aff par deux interfaces solide-liquide a et solide-liquide B (cf Figure 1Il. 2). Cette

énergie vaut :
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AE = Einterface nue ~ Einterface + particule = Vaﬁnrz(l - COS@)Z (1)

OU Y4p est la tension de surface interfaciale entre o et B. Une application numeérique avec les
donneées suivantes : r = 10 nm, y,z = 50 mN/m et ® = 90 ° permet de montrer que I’énergie
d’ancrage vaut plusieurs milliers de kT (énergie thermique), alors que I’énergie d’ancrage d’un
tensioactif vaut KT. Alors qu’il est aisé de désorber un tensioactif puisqu’il existe des échanges
entre les tensioactifs adsorbés a I’interface et ceux dissouts en solution, les particules sont quant

a elles ancrées de fagon irréversible.

Figure I11. 2 : Schéma représentatif des surfaces nécessaires au calcul de I'énergie d'ancrage

Cette particularité a pour conséquence que les émulsions de Pickering peuvent subir le
phénomene de coalescence limitée. La destruction des émulsions se produit par coalescence des
gouttes entre elles. La coalescence limitée ne conduit pas a la destruction totale de I’émulsion.
C’est une coalescence provoquée entre des gouttes insuffisamment protégées par les particules,
qui vont coalescer afin de réduire la quantité d’interface. Ce phénomeéne s’arréte lorsque
I’interface est suffisamment couverte. Le principe consiste a fabriquer des émulsions de
Pickering dans un régime pauvre en particules. L’émulsification provoque alors la création
d’une grande quantité d’interface. Toutes les particules sont adsorbées a I’interface mais les
gouttes sont insuffisamment protégées (cf Figure Ill. 3). Elles coalescent entre elles de facon
équiprobable, réduisant I’aire de I’interface par une augmentation du diameétre des gouttes.
L’ adsorption des particules étant irréversible, la diminution de I’aire d’interface provoque une
augmentation de la densité de particules. La coalescence s’arréte lorsque les gouttes sont

suffisamment protégeées.
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Figure I1l. 3 : Schéma représentatif du phénoméne de coalescence limitée. 1) Les particules sont dispersées dans la phase
aqueuse. 2) Apres émulsification, les particules sont adsorbées a I’interface eau-huile mais ne recouvrent pas I’intégralité de la
surface créée : les gouttes d’huile coalescent. 3) Les petites gouttes d’huile disparaissent au profit de grosses gouttes jusqu’a ce
que les particules soient en contact 4). Dans cette configuration les émulsions sont stables sur de trés longues durées.

A I’issue de la coalescence limitée, le diametre des gouttes est donc proportionnel a la quantité

de particules introduites initialement. La relation entre le diamétre des gouttes finales (Df) etla

masse de particules (m,,) est donnée par :

6Vy
! mpSg

)

Ou V; est le volume de la phase dispersée et Sy la surface de goutte pouvant étre stabilisée par
1 g de particules. On définit le taux de couverture C comme le rapport entre la surface couverte

par les particules et la surface des gouttes.

2

dp
— Seq — Np (T) — E my (3)
my S¢ my S¢ 2 dypp Sy

avec N, le nombre de particules, d,, leur diametre et p,, leur masse volumique. En remplagant

dans I’équation (1) il vient alors :

1 Seq _ Mp

Df  6V4C  4CppdyVy

(4)

Il est alors possible de déduire le taux de couverture qui reflete I’organisation des particules a
I’interface eau-huile. Pour des particules solides sphériques organisées en monocouche formant
un réseau hexagonal compact, C vaut 0,9. Si C est supérieur a cette valeur, les particules
forment des multicouches ou des agrégats. Pour des valeurs de C inférieures a 0,9, les

particules forment un réseau peu dense.
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l.2. Emulsions stabilisées par des microgels

Les premiers travaux concernant des émulsions stabilisées par des microgels remontent
a 2005, lorsque Ngai et al. ont montré qu’il était possible d’obtenir des émulsions stabilisées par
des microgels sensibles au pH, qui se déstabilisent en fonction du pH.® Depuis, de nombreux
travaux ont cherché a établir un lien entre I’état de gonflement des microgels, leur structure, leur

déformabilité et la stabilité des émulsions.

Les travaux initiaux réalisés entre 2005 et 2008 ont permis de mettre en évidence la
complexité de cette problématique a travers des contradictions apparentes sur deux points :

- tandis que Ngai et al. mettaient en évidence la nécessité que les microgels soient
dans un état gonflé pour assurer la stabilisation des émulsions,®™® Fuji et al.
montraient au contraire un systéeme ou la stabilité était assurée dans I’état contracté
des microgels.*"*?

- I'importance des charges était également soumise a controverse. L’équipe de
Richtering montrait la nécessité d’utiliser des microgels chargés de type
poly(NIPAM-co-MAA) pour stabiliser des émulsions,”® tandis que I’équipe de
Kawaguchi utilisait des microgels de poly(NIPAM) sans co-monomeére, prouvant

ainsi que ce paramétre n’était pas déterminant.™

La seule certitude a I’issue de ces travaux préliminaires est que les microgels s’adsorbent a
I’interface eau-huile, ce qui avait été montré par Pelton en 1999 par des études de tension de
surface dynamique & I’interface eau-air.">*® Plusieurs équipes ont alors cherché & identifier les

mécanismes a I’origine de la stabilisation des émulsions et ont exploré différents parametres :

- le lien entre tension interfaciale et stabilité

- les propriétés mécaniques des interfaces stabilisées par des microgels

- le lien entre déformabilité des microgels et la stabilité, via I’étude de I’organisation
des microgels a I’interface eau-huile.

l.2.1. Tension de surface des interfaces couvertes de microgels

Les premieres études ont démontré que les microgels ont la capacité de s’adsorber a une

interface. Grace a leur étude théorique, Vilgis et Stapper ont démontré que les gels moins
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réticulés assurent une meilleure protection de I’interface que les microgels trés réticulés, car les
chaines polymeres de ces derniers ne peuvent pas s’enchevétrer et ainsi créer une cohésion entre
les particules.’” La méthode la plus directe pour quantifier I’adsorption des microgels est de
suivre I’évolution de la tension de surface au cours du temps. Cette étude est réalisée pour la
premiére fois en 1999 par Zhang et al. sur des interfaces modéles avec des microgels purifiés de
poly(NIPAM) contenant différentes quantités de réticulant.® Ces études ont mis en évidence
que plus le taux de réticulation des microgels est élevé plus leur adsorption a I’interface air-eau
est lente.

Une dizaine d’années plus tard, plusieurs équipes ont essayé de trouver un lien entre la stabilité
des émulsions et la tension de surface. Brugger et al. ont mesuré la tension de surface
dynamique de I’interface eau/heptane en fonction de I’état d’ionisation des microgels de
poly(NIPAM-co-MAA).*®*° Quel que soit le pH, les auteurs observent une diminution de la
tension de surface au cours du temps, ce qui prouve que les microgels s’adsorbent a I’interface
eau/huile méme lorsque les acides carboxyliques sont protonés (cf Figure I11. 4. a). Bien que les
émulsions soient plus stables lorsque les microgels sont chargés, la tension de surface
dynamique finale mesurée est plus basse lorsque les microgels sont neutres. Cette expérience
est donc la preuve qu’il n’existe pas de lien direct entre la tension de surface et la stabilité des
émulsions. Elle prouve également que la déstabilisation des émulsions n’est pas provoquée par
la désorption des microgels de I’interface.
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Figure I11. 4 : a) Evolution des tensions de surface en fonction du temps, d’une interface heptane/eau en présence de microgels
de poly(NIPAM-co-MAA) sensibles au pH. Extrait de . b) Evolution de la tension de surface d’une interface n-dodécane/eau
en présence de microgels de poly(NIPAM) thermosensibles en fonction de la température (o) chaque mesure est effectuée sur
une nouvelle goutte, (o) toutes les mesures sont effectuées sur la méme goutte. Extrait de 2.
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De la méme maniére I’équipe de Perrin a cherché a établir un lien entre la tension de
surface et la stabilitt des émulsions stabilisées par des microgels thermosensibles de
poly(NIPAM).? Pour la premiére fois, des mesures de tension de surface effectuées en fonction
de la température montrent que les microgels conservent une activité interfaciale sur toute la
plage de température étudiée (20 °C a 40 °C). La tension de surface atteint une valeur minimum
lorsque la température est proche de la VPTT (cf Figure Ill. 4. b). A cette méme température,
les émulsions se déstabilisent a cause de la reprise du phénoméne de coalescence. Les auteurs
attribuent la diminution de la tension de surface, pour T < VPTT, a la formation d’une couche
adsorbée plus dense a cause de la diminution du volume des microgels. Au-dela de la VPTT, la
tension de surface augmente car I’arrangement des microgels a I’interface est de plus en plus
hétérogéne. Dans ce dernier régime de température, les microgels s’adsorberaient sous forme
d’agrégats. Cette hypothése est confirmée par la formation spontanée d’un bloc entre I’'eau et
I’huile lorsque la température est supérieure a la VPTT. A partir de ces observations, les auteurs
proposent un mécanisme de déstabilisation des émulsions. L’activité interfaciale des microgels
étant conservée méme a chaud, I’hypothése d’une désorption spontanée des particules n’est pas
pertinente. La coalescence serait provoquée par I’apparition de zones non recouvertes entre les
amas désordonnés de particules. Une nouvelle fois les auteurs mettent en évidence que la
désorption des microgels n’est pas le phénoméne responsable de la déstabilisation des
émulsions et qu’il n’y a pas de lien direct entre la stabilité des émulsions et la tension de

surface.

Les observations réalisées lors de I’étude de la tension de surface dynamique ont permis de
confirmer que les microgels ne se désorbent pas lors de la déstabilisation. Cependant, il n’existe
pas de lien direct entre la stabilité d’une émulsion et la tension de surface. Dans le but d’obtenir
des informations sur le mécanisme de stabilisation, les propriétés mécaniques des interfaces
recouvertes de microgels sont alors étudiées. La réponse des microgels a un stimulus serait a
I’origine d’une modification des propriétés mécaniques de I’interface sur laquelle ils sont
adsorbés, ce qui provoquerait la déstabilisation des émulsions.

1.2.2. Propriétés mecaniques des interfaces couvertes de microgels

Afin de vérifier cette hypothése, les propriétés viscoélastiques des interfaces recouvertes

de microgels ont été étudiées par I’équipe de Richtering.’® Lors de cette étude un lien est établi
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entre le module élastique mesuré par rhéologie dilatationnelle et la stabilité des émulsions. En
effet, lorsque les émulsions sont stabilisées avec des microgels de poly(NIPAM-co-MAA) le
module élastique est plus élevé dans les conditions de pH et de température ou les émulsions
sont le plus stables (T < VPTT et pH >6). Selon les auteurs, bien que le module élastique
diminue avec le pH, a cause de la diminution des répulsions électrostatiques, I’augmentation du
module de perte lorsque la température est supérieure a la VPTT est beaucoup plus significative
(cf Figure 111. 5). Dans ces conditions (pH acide et T > VPTT) les microgels s’agrégent, ce qui
rend I’interface plus fragile au point de se casser sous les contraintes. D’aprés cette étude, les
propriétés viscoélastiques des interfaces semblent liées a la stabilit¢ des émulsions

contrairement a la tension de surface.
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Figure I11. 5 : Evolution a) du module élastique et b) du module de perte d’interface heptane/eau en présence de microgels en
fonction de la température et du pH. Extrait de .

Une nouvelle étude menée par la méme équipe confirme la bonne corrélation entre les
propriétés viscoélastiques et la stabilité des émulsions.” Dans ces travaux, les résultats de
rhéologie en cisaillement, de rhéologie dilatationnelle et les isothermes de compression d’une
monocouche de microgels sont comparés. Une nouvelle fois, les résultats mettent en évidence
que les propriétés mécaniques de I’interface évoluent en fonction du pH. Les deux types de
mesures meénent a la méme conclusion : lorsque le pH diminue, I’élasticité de I’interface
diminue. Les isothermes de compression permettent de confirmer que le comportement des

microgels sous compression forcée est différent en fonction du pH.
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L’élasticité de la surface semble alors le paramétre qui permet de faire le lien avec la stabilité
des émulsions. Cependant I’origine de ces propriétés et les raisons pour lesquelles elles
évoluent, sont encore méconnues. La compressibilité des microgels est une piste plausible mise

en évidence par I’équipe de Richtering lors des expériences d’isotherme de compression.

1.2.3. Organisation des microgels a I'interface eau-huile.

La visualisation des microgels adsorbés a la surface de gouttes d’huile a nécessité le
développement de nouvelles techniques de microscopie électronique. Les premiéres images de
microgels adsorbés & la surface d’émulsion sont publiées par Ngai et al..’° Elles sont obtenues
par microscopie électronique a balayage d’un échantillon d’émulsion congelé puis fracturé
(cryo-MEB). La visualisation de microgels de poly(NIPAM-co-MAA) d’une émulsion
d’octanol dans I’eau a permis de mettre en évidence la présence d’une monocouche ordonnée de
microgels a I’interface. Il a également été observé que le pH a une influence sur la densité de
particules a I’interface. L’équipe de Kawaguchi observe également la présence de microgels
thermosensibles organisés a I’interface par microscopie confocale.!* Par cette technique, ils
déterminent que les microgels couvrent entre 75 % et 100 % de I’interface sur laquelle ils sont
adsorbés.

L’équipe de Richtering développe également une technique de visualisation des
microgels directement & I’interface par cryo-microscopie électronique & balayage.'®* Par cette
technique, les auteurs ont réussi a mettre en évidence que le taux de couverture des microgels
sensibles au pH évolue en fonction de celui-ci. Les résultats sont contre-intuitifs puisque le taux
de couverture est plus élevé a pH acide lorsque les émulsions sont le moins stables. Afin
d’expliquer la stabilité des émulsions, les auteurs se servent des propriétés mécaniques des
interfaces ainsi que des interactions entre les microgels. Lorsque ces derniers sont chargés (pH
élevé), ils peuvent s’interconnecter partiellement, ce qui leur confere une certaine élasticité,
alors que lorsqu’ils ne sont pas chargés, la densité de microgels est tellement grande que
I’application d’une contrainte entraine la rupture du film et provoque ainsi I’effondrement de
I’émulsion. Une autre observation, également importante, concerne la taille des microgels une
fois adsorbés a I’interface. Il semble que le diametre des microgels soit plus élevé lorsqu’ils

sont adsorbés a I’interface a pH 9 que leur diamétre hydrodynamique en solution dans les
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mémes conditions. De maniere surprenante cette observation n’est pas valable lorsque le pH de
la solution est de 3. Ce phénomene n’est pas discuté par les auteurs.

Dans le cadre de la these de Mathieu Destribats, I’équipe de Valérie Ravaine et de
Véronique Schmitt a examiné I’organisation des microgels a I’interface des gouttes d’émulsion.
Cette organisation a été établie par deux techniques différentes, la coalescence limitée d’une
part, qui permet de déterminer le taux de couverture comme expliqué dans le paragraphe I, et
I’imagerie directe par cryo-MEB.? Afin de s’affranchir de la contribution électrostatique, les
microgels de poly(NIPAM) neutres ont été choisis. L’ impact de la déformabilité est étudié en
faisant varier le taux de réticulation des microgels. La microscopie confocale a également
permis de visualiser cette organisation, mais son exploitation reste limitée dans la mesure ou les
images montrent la répartition des fluorophores, qui n’est pas nécessairement uniforme dans les
microgels (cf Figure Ill. 6). Ces images permettent cependant de confirmer que les microgels

forment un réseau hexagonal a I’interface eau-huile.

a) b)

Figure 11I. 6 : Image de microscopie confocale d’une goutte d’hexadécane stabilisée par des microgels fluorescents de
poly(NIPAM) constitués de 2,5 % molaire de BIS : a) est une vue dans le plan équatorial de la goutte et b) une vue de
g’zorganisation des microgels au pdle de la goutte. Les barres d’échelle représentent respectivement 10 um et 5 um. Adapté de

L’étude par coalescence limitée a montré que les microgels se comportent comme des
particules solides sur cet aspect. Les émulsions subissent le phénomeéne de coalescence limitée

pour des faibles concentrations en particules (d’autant plus faible que le taux de réticulation est
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grand). Dans le régime pauvre en particules, on observe une évolution linéaire de I’inverse du
diamétre des gouttes en fonction du nombre de microgels introduits dans la phase aqueuse. Les
courbes sont superposables pour tous les taux de réticulation inférieurs a 5 % et permettent de
déterminer le taux de couverture, qui vaut 40 % (cf Figure Ill. 7). Cette valeur, inférieure a la
valeur de 90 % qu’on aurait pour une monocouche d’empilement hexagonal compact de
microgels non déformés, indique que les microgels occupent un réseau hexagonal dont le
parametre de maille est bien plus grand que le diameétre hydrodynamique des microgels en

solution. lls sont soit déformés soit sans contact entre eux.
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Figure I11. 7 : Evolution de I’inverse du diamétre moyen des gouttes d’hexadécane (1/D) en fonction de la surface équatoriale
totale des particules normalisée par le volume d’huile pour trois échantillons de microgels dont les taux de réticulation sont de
1,5% molaire (m), 2,5 % molaire (A ) et 3,5 % molaire (#). Adapté de .

Une étude systématique par cryo-MEB a également permis de déterminer le taux de
couverture. Les interfaces sont recouvertes de microgels ordonnés en réseau hexagonal compact
(cf Figure I11. 8). Les microgels sont visiblement déformés, aplatis a I’interface. La sublimation
partielle de I’eau et de I’huile permet de révéler la présence de polymere sur la totalité de
I’interface. Les microgels ne sont pas uniformément déformés. Ils possedent un cceur
protubérant et une écorce aplatie. Cette structure cceur-écorce s’explique par la répartition non
uniforme du réticulant dans les microgels, celui-ci étant plus concentré au cceur du fait de sa
réactivité plus grande que celle du NIPAM.?® Les microgels apparaissent ainsi comme des

«ceufs au plat», les jaunes étant les cceurs, les blancs les écorces. Ces dernieres moins
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réticulées sont interconnectées, les chaines de polymeére pendantes sont enchevétrées. Les
microgels forment donc un réseau 2D a I’interface eau-huile. La distance centre-a-centre, notée

dcc, caractéristique de ce réseau permet de remonter au taux de couverture par la formule

suivante :
T d?.

C — 25°C 5
2+3d%. ©)

Avec dasec le diamétre hydrodynamique des microgels en solution a 25 °C.

Figure I11. 8 : Clichés de cryo-MEB apres sublimation d’une goutte d’heptane recouverte par des microgels contenant a) et b)
2,5 % molaire de BIS et c) 5 % molaire de BIS. Les barres d’échelle représentent 1 um. Le schéma d) représente I’organisation
des microgels & I"interface. Adapté de %
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L’analyse systématique des images de cryo-MEB a permis de montrer que C valait 35 %, ce qui

est en bon accord avec les résultats obtenus par coalescence limitée.
La conclusion de cette étude est que les microgels sont déformés a I’interface eau-huile.

L’impact de la déformabilité des microgels a I’interface eau-huile sur la stabilité des
émulsions a pu étre établi. Les émulsions formulées avec des microgels peu réticulés
apparaissent stables a température ambiante. Lorsqu’elles sont chauffées au-dessus de la VPTT
des microgels, les émulsions se déstabilisent. En revanche, les émulsions formulées avec des
microgels plus réticulés (% molaire de BIS > 5 %) sont peu stables a température ambiante. Il
est possible de les préparer, mais elles se déstabilisent sous I’effet d’une Iégére agitation. (cf
Figure 111. 9).

Figure I11. 9 : Séparation de phase provoquée par une faible agitation d’une émulsion stabilisée par des microgels composé de
5 %mol de réticulant. Extrait de %,

Ainsi il apparait que les microgels requiérent un minimum de déformabilité pour que des
émulsions stables soient obtenues. Dés que la déformabilité diminue, soit par I’élévation de
température qui conduit a la contraction des microgels, soit par une augmentation de la

réticulation, la stabilité des émulsions diminue.

Cette perte de stabilitt a été attribuée a une diminution de I’élasticité des interfaces,
possiblement en lien avec une diminution du degré d’enchevétrement des chaines périphériques
(cf Figure 111. 10).
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Figure I11. 10 : Schéma représentatif de Iinfluence du taux de réticulation sur la conformation des microgels. Adapté de .

1.2.4. Adhésion des émulsions stabilisées par des microgels

La plupart des émulsions stabilisées par des microgels de poly(NIPAM) dans le régime
de coalescence limitée, se sont révélées floculées : elles forment un bloc solide qui ne s’écoule
pas lorsque I’on incline le récipient (cf Figure Ill. 11. a). Destribats et al ont étudié I’origine de
cette floculation.*

Figure 111. 11 : (@) Photographie d’une émulsion floculée eau-dodécane stabilisée par des microgels contenant 3,5 % molaire
de BIS. (b) Cliché de microscopie optique d’une émulsion eau-hexadécane sabilisée par des microgels contenant 1,5 % molaire
de BIS. La barre d’échelle représente 200 pum. Les fléches indiquent le film adhésif entre deux gouttes. Extrait de 2.

L’observation des gouttes au microscope optique montre que les gouttes sont déformées et
forment un film adhésif entre elles (cf Figure Ill. 11. b). La détermination des axes a et b de

I’ellipse formée par cette adhésion permet de remonter a la valeur de I’angle d’adhésion entre
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les gouttes. Cet angle est également visible de profil dans les images de cryo-MEB (cf Figure
I11. 12. a). Il a été montré que cet angle augmente avec le taux de réticulation. L’analyse de la
structure des films adhésifs par cryo-MEB a révélé que les microgels pontaient les interfaces
entre deux gouttes adjacentes. Les pontages se manifestent par la formation de lignes de
constriction a la surface des films plats, lorsque ces derniers sont hydratés. Aprés sublimation
partielle de I’eau et de I’huile, le squelette polymérique du film est révélé, mettant en évidence
I’existence de ces ponts (cf Figure Ill. 12. b). Lorsque le taux de réticulation augmente, la

densité de ponts augmente également.?*

cavité

Figure 111. 12 : a) cliché de cryo-MEB d’un film adhésif entre deux gouttes stabilisées par des microgels contenant 2,5 %
molaire de BIS. L’angle d’adhésion entre les gouttes est représenté. La barre d’échelle représente 2 um. b) cliché de cryo-MEB
d’un film adhésif déshydraté entre 2 gouttes stabilisées par des microgels contenant 2,5 % molaire de BIS. La barre d’échelle
représente 1 pm. Adapté de 2.

De maniere plus générale, il a été montré que I’adhésion des émulsions pouvait étre
modulée par différents parametres structuraux ou de procédé. Ainsi, I’adhésion diminue lorsque
la taille des microgels diminue. Cet effet est concomitant avec une diminution de la déformation
des microgels a I'interface eau-huile. Le procédé d’émulsification peut également changer
I’état d’adhésion de I’émulsion. Lorsque les microgels sont adsorbés a chaud et que I’émulsion
est ensuite rapidement refroidie, les microgels sont comprimés latéralement. Dans ces
conditions, la distance centre-a-centre est inférieure a leur diamétre hydrodynamique en
solution et les émulsions ne sont pas adhésives.?* Lorsqu’elles sont préparées a température
ambiante sous émulsification douce, avec des microgels trés déformables, le méme type
d’organisation peut étre obtenu. Les émulsions résultantes sont également non floculées.®

Ainsi, il apparait systématiquement que la floculation se produit lorsque la couverture de
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I’interface posséde un profil hétérogéne. Lorsque les microgels sont comprimés ou peu
déformes, I’épaisseur de polymere a la surface est supérieure a celle obtenue avec des microgels
aplatis. Il en est conclu que I’adhésion est favorisée par la mise en commun de microgels dans

les zones peu denses en polymere (cf Figure I11. 13).

Figure 111. 13 : Controle de I’arrangement des microgels a I’interface eau/huile et la conséquence sur I’adhésion. Emulsion 1
non floculée et 2 floculée provoquée par I’adhésion entre les gouttes. Image a) obtenue par cryo-MEB du film de microgels
permettant d’apprécier la densité de la monocouche schématiquement représentée en b) et I’impact sur les propriétés
macroscopiques des émulsions c) et d). Extrait de *,

Le contexte de notre étude étant défini nous allons présenter nos travaux sur les
microgels adsorbés aux interfaces modéles. Tout d’abord nous détaillerons la synthese des
microgels et les techniques utilisées, puis nous exposerons les résultats obtenus avant de les

confronter et de les discuter.
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ll. Etude des microgels adsorbés aux interfaces modeles

I.1. Partie expérimentale

I1.1.1. Synthése et caractérisation des microgels

Synthése des microgels

Les microgels sont préparés par polymérisation radicalaire par précipitation d’un couple de
monomeres qui sont : le NIPAM et le BIS. La structure chimique de la matrice polymere des
microgels est présentée Figure 111. 14. Lors de la synthése la concentration totale en monomeres
est de 70 mM. Le pourcentage molaire x de réticulant BIS varie entre 2,5 % et 10 % molaire en
fonction des échantillons. La réaction est amorcée par décomposition thermique du persulfate
de potassium (1,5 mM) noté KPS, qui produit des radicaux chargés négativement. L’ensemble
des monomeres est alors dissout dans I’eau pure. Aprés filtration, la solution est chauffée et
dégazée pendant 1h avant amorcage. La polymérisation se poursuit sous agitation et bullage
d’azote pendant au moins 6 h. Afin d’éliminer les résidus de synthése, notamment les
polymeres linéaires hydrosolubles, les microgels sont purifiés par 4 a 5 cycles de lavage. On

vérifie que le surnageant du dernier lavage ait la tension de surface de I’eau pure.

%CHz—CHa_x—eCHZ—CH—)—X
e E

0 0
NH ITIH
CH
e’ CH ?Hz
NH
o
~CH,—CH-),

Figure I11. 14 : Structure chimique des microgels.

Les microgels seront notés Bis10x, ou 10x est le pourcentage molaire de réticulant multiplié par
10.

- 161 -



Chapitre 111 : Etude du comportement des microgels aux interfaces liquides

Diffusion dynamigue de la lumiére (DLS)

Les diametres et les PDI des microgels sont déterminés a I’aide d’un Zetasizer Nano S-
90 (Malvern Instruments) doté d’un laser HeNe et d’un systéme de détection a 6 = 90°. Les
mesures sont réalisées a la température souhaitée sur des solutions de microgels diluées (de

0,05 g/L a 0,1 g/L de polymeéres). Les données sont traitées par le logiciel fourni avec I’appareil.
I1.1.2. Préparation et caractérisation des émulsions

Fabrication des émulsions

Les émulsions sont fabriquées a partir d’un mélange d’eau contenant les microgels et de
I’huile. Les émulsions sont réalisées en mélangeant 13 mL de phase aqueuse contenant les
microgels & une concentration C, avec 7 mL de dodécane. La concentration C, est soit égale a
0,03 % massique (régime de coalescence limitée) soit égale a 1 % massique (régime riche en
microgels). La fragmentation de la phase dispersée est obtenue a I’aide d’un Ultra-Turrax T25
(JANKE& KUNKEL, IKA). L’axe de cet appareil (S25 N-10G) comporte deux pieces, un
stator (diametre : 10 mm) et un rotor (diametre 7,5 mm), qui sont deux cylindres concentriques
séparés par un entrefer (0,35 mm). L’extrémité de cette piéce comporte des créneaux de forme
carrée permettant la circulation du fluide. En raison de la grande vitesse de rotation, I’émulsion
est aspirée automatiquement dans la téte de dispersion puis fragmentée par le gradient de vitesse
dans I’entrefer. L’appareil est équipé d’un moteur permettant le mouvement du rotor a des
vitesses comprises entre 8 000 et 24 000 tr/min. Dans notre étude, les émulsions, préparées a

une vitesse de 13 500 tr/min (taux de cisaillement : 15. 10° s ™).

A I’issue de la fragmentation, I’émulsion préparée dans le régime de coalescence limitée est
caractérisée puis stockée 24 h a 25 °C. La sous-phase (phase aqueuse) est alors retirée et
remplacée par une solution a 1 % massique de microgels. Aprés 5 jours d’incubation a 25 °C,

I’émulsion est une nouvelle fois caractérisée.

Estimation du nombre de microgels :

Le nombre de microgels dans une solution de concentration connue peut étre estimé

grace aux travaux de Lele et al. qui ont permis de déterminer qu’a 50 °C les microgels sont
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composés de 71 % massique de polymére et 29 % massique d’eau.?® Aprés avoir mesuré le
diametre hydrodynamique des microgels a cette température, le nombre de microgels en

solution est estimé de la maniére suivante :

6Mpolyme 1 0,29

polymeére )
n . = =+
particules (dsp oc)3

(6)

Ppolymere 0,71peau

0l Mpolymere la masse de microgels, ppolymere = 1,269 g/cm® et pey = 0,988 g/em® sont les masses
volumiques du polymeére et de I’eau a 50 °C et dsyoc est le diamétre hydrodynamique des
microgels en solution a une température de 50 °C.

11.1.3. Films de Langmuir

Cette techniqgue communément utilisée en physico-chimie des interfaces, permet
d’étudier les forces interfaciales de molécules ou de particules adsorbées a I’interface liquide-air
ou liquide-liquide. Pour ce faire, les molécules ou particules sont adsorbées a la surface d’une
étendue de liquide de grande dimension (ou a I’interface entre deux liquides). L aire de cette
surface peut étre rétrécie par des barrieres mobiles. Le dispositif appelé « cuve de Langmuir ».

Ce dispositif a été beaucoup utilisé dans le cadre de I’étude de systemes moléculaires, pour
établir le diagramme de phase de molécules amphiphiles insolubles dans I’eau. La cuve est alors
remplie d’eau. Les molécules sont déposées a la surface a partir d’une solution constituée d’un
solvant non miscible a I’eau et volatil. Une faible quantité de molécules est épandue. Lorsque la
surface allouée est grande, les molécules sont sans interactions entre elles. Lorsque la surface
diminue, elles se compriment a I’interface. La pression de surface augmente au fur et a mesure
que la densité surfacique de molécules augmente. On peut alors étudier une isotherme de
compression décrite par I’évolution de la pression de surface en fonction de I’aire par molécule
n = f(a). Le diagramme de phase fait souvent apparaitre des transitions entre une phase gaz
(molécules sans interactions entre elle), une phase liquide expansé puis liquide condensé et
enfin solide, au fur et a mesure que les interactions attractives et I’ordre dans la couche
augmentent. Le solide bidimensionnel est peu compressible, il se rompt. Ce phénomeéne porte le
nom de collapse.
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Cette technique a donc été adaptée pour étudier la compression forcée de microgels de
poly(NIPAM) a [I’interface eau-huile. Les isothermes de compression des microgels de
poly(NIPAM) neutres ont été réalisées lors d’un séjour dans I’équipe de Walter Richtering a
Aachen sur une cuve de Langmuir-Blodgett (KSN NIMA) spécialement modifiée pour les
études a I’interface eau huile. La cuve mesure 54 mm de large pour 736,5 mm de long soit une
aire totale de 398 cm2. La cuve et les barriéres sont en polyoxyméthyléne (Delrin). La pression
de surface est enregistrée a I’aide d’une plaque en platine reliée a une balance de Whilhelmy.
Les microgels sont dispersés dans un mélange eau-isopropanol (5 :1). L’isopropanol est utilisé
comme mauvais solvant des microgels, afin de favoriser I’adsorption des microgels a
I’interface, tout en évitant qu’ils ne se dispersent dans la phase aqueuse. Avant d’épandre les
microgels, I’absence d’agrégat est vérifiée par DLS. La suspension est ensuite déposée avec une
seringue Hamilton a I’interface eau-huile dans la cuve. Aprés un temps d’attente de 30 min, les
barriéres sont rapprochées de maniére symétrique par rapport a la balance a une vitesse de 10
mm/min (cf Figure Ill. 15). La pression de surface est enregistrée pendant la diminution de
I’aire interfaciale. La courbe entiere de I’évolution de la pression de surface en fonction de
I’aire de I’interface est obtenue en faisant varier la concentration des microgels de 1 % massique

a 2 % massique ainsi que le volume de solution déposé a I’interface de 30 pl a 120 pl.

Microgels en suspension dans un
mélange eau/isopropanol

Balance de Wilhelmy

Barriéres mobiles

Figure 111. 15 : Schéma de la cuve de Langmuir-Blodgett vue de profil utilisée a) lorsque les barriéres sont écartées au
maximum et b) lorsqu’elles se rapprochent de maniere symétrique par rapport a la balance de Wilhelmy.
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I1.1.4. Tension interfaciale dynamique

Il existe de nombreuses méthodes de mesure de tensions interfaciales entre deux
liquides. L une d’entre elles consiste a placer une goutte dans un champ de force : c’est le cas
de la méthode de la goutte pendante. Une goutte de liquide est formée a I’extrémité d’une
aiguille. La forme de cette goutte résulte de la compétition entre la force de pesanteur et les
forces capillaires. Le contour de la goutte en tout point M d’ordonnée y (cf Figure Ill. 16) est
décrit par I’équation de Laplace :

Vine (Ri1 + i) = Apg (y —h) + Lt (7)

avec h et b respectivement I’ordonnée et le rayon de courbure au sommet de la goutte, R; et R,
sont les deux rayons de courbure principaux au point considéré et Ap est la différence de densité
entre les deux phases. Il est donc possible, en déterminant le profil de la goutte a I’équilibre (par
numeérisation d’image), de calculer la valeur de la tension interfaciale y;,,. Cette mesure est

d’autant plus précise que la goutte formée est volumineuse.

Y 4

0 T

Figure I11. 16 : Profil d’une goutte pendante.

Les mesures sont effectuées sur des gouttes de solutions de microgels, a différentes
concentrations, formées dans du n-dodécane sur un appareil de la marque Teclis. La tension de
surface est enregistrée en fonction du temps pendant 10 000 s sur des gouttes de 6 ul. Dans cette

méthode les microgels s’adsorbent spontanément a I’interface.
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I1.1.5. Rhéologie dilatationnelle

L’évolution des propriétés mécaniques des interfaces, couvertes de microgels en réponse a
plusieurs cycles de compression-dilatation, est étudiée par rhéologie dilatationnelle. Pour ce
faire une goutte de solution de microgels est créée a I’extrémité d’une aiguille. Aprés un temps
d’attente variant de 0 s a 3000 s, la goutte est soumise a des variations sinusoidales de sa surface
(A = Ap sin(2nrtft) ou f est la fréquence de la sinusoide), ce qui provoque la modification de sa
forme et donc de y;,,;. L’élasticité dilatationnelle est définie par Gibbs de la maniére suivante :

P dyi*nt

= (8)

dlnA*
ou le module d’élasticité complexe peut étre décomposé en une partie réelle et une partie

imaginaire qui sont respectivement le module élastique et le module de perte. Si les variations
de surface (Ao) sont suffisamment faibles, les modules d’élasticité et de perte sont indépendants
de celles-ci (domaine linéaire).

Une solution aqueuse de microgels de concentration connue est injectée avec une seringue
(SGE Analytical Science) dans une cellule en quartz contenant 3 mL de décane ou de dodécane.
Le volume initial de la goutte est de 6 pl. Les modules d’élasticité et de perte sont mesurés en
faisant varier la surface pendant 200 s a une fréquence de 0,2 Hz, aprés un temps de
stabilisation défini au début de I’expérience. Afin de déterminer les limites du domaine linéaire
nous avons étudié I’évolution des modules élastiques en fonction de I’amplitude de la variation
de surface. Pour une variation de surface comprise entre 3 % et 40 % de la surface initiale les
modules élastiques n’évoluent pas. Nous avons alors mené notre étude en appliquant une

amplitude de 10 % par rapport a la surface initiale de la goutte.
I1.1.6. Observation des microgels adsorbés a la surface d’émulsions

Microscopie Electroniqgue a balayage a froid (Cryo-MEB)

Les analyses de cryo-MEB, effectuées sur un JEOL 6700FEG, permettent d’observer
I’arrangement des particules a I’interface. Grace a cette technique a forte résolution, il est
possible d’imager directement I’interface des émulsions. Un échantillon de ces dernieres est tout

d’abord placé sur le porte-échantillon, puis rapidement congelé par une trempe dans de I’azote
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liquide. L huile utilisée pour ces expériences est du n-dodécane, car sa température de fusion est
basse (-9,6 °C), ce qui permet d’éviter la cristallisation de I’huile lors de la trempe.
L’échantillon est ensuite transféré sous vide dans une chambre de préparation ou il est maintenu
a -150 °C sous un vide de 10™ Pa. C’est dans la chambre de préparation que I’on peut fracturer
I’échantillon avec une lame. Dans certains cas, la température de la chambre est élevée a -95 °C
pendant 5 minutes avant d’étre a nouveau abaissée a -150 °C, dans le but de sublimer une partie
de I’huile et de I’eau. L’échantillon est ensuite métallisé avec un alliage or-palladium sous flux
d’argon. Il est ensuite introduit dans la chambre d’observation du microscope sur une platine,

elle aussi refroidie a -150 °C.
I1.1.7. Observation des microgels adsorbés a une interface plane

Freeze-fracture shadow-casting cryo-SEM (FresCa)

Cette technique d’imagerie a été récemment développée par le groupe de Lucio Isa a
Zurich pour déterminer la position dans les 3 dimensions de particules colloidales adsorbées a
I"interface eau-huile.?” Dans le cas des microgels, ces informations sont susceptibles de nous
permettre de mieux connaitre la conformation et le mouillage des particules a I’échelle
nanomeétrique. Cette méthode consiste en la préparation et la congélation d’une interface eau-
huile plane sur laquelle sont adsorbées des particules. Apres avoir retiré la phase huile par
fracture de I’échantillon, I’interface est recouverte par un film de tungsténe vaporisé avec un
angle de 30 ° par rapport a I’interface. Etant donné que les particules sont protubérantes, une
zone de I’interface n’est donc pas recouverte par le tungsténe, ce qui permet de calculer la
position verticale des particules en mesurant leur diameétre, ainsi que la zone dépourvue de
tungsténe (cf Figure Ill. 17). L’interface est refroidie trés rapidement en utilisant des jets de
propane liquide (Bal-Tec-Leica JFD 030, Balzers-Vienna), puis fracturée, recouverte de
tungsténe (Bal-Tec-Leica BAF060) et observee sous vide a trés faible température avec un
MEB (Zeiss Gemini 1530, Oberkochen). Les échantillons sont préparés a partir de solutions des
microgels, de concentrations connues, injectées sur un porte échantillon en cuivre. Dans cette
technique les microgels s’adsorbent spontanément a I’interface et aucun solvant n’est utilisé

pour faciliter I’épandage des microgels.
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Tungsten evaporation

5| //’ \\\ah i

Ice I ”y _,

Figure I11. 17 : Représentation d’une nanoparticule hydrophile de rayon r adsorbée a I’interface aprés la déposition du métal.
L’angle de contact 8, I’angle de vaporisation du métal «, I’épaisseur & du dépdt, la hauteur h de la particule par rapport a
Iinterface et la longueur k de la zone dépourvue de métal sont représentés. Extrait de 7.

I1.2. Résultats expérimentaux

Les études rapportées dans la littérature sur les émulsions de Pickering stabilisées par
des microgels ont permis de mettre en évidence que ces demiers forment une monocouche
organisée a I’interface. De plus, en fonction de la morphologie des microgels les propriétés
mécaniques des interfaces et les propriétés des émulsions changent. Notre étude a donc pour
objectif d’approfondir les connaissances sur les liens qui existent entre les propriétés
interfaciales (tension de surface, pression de surface et élasticité dilatationnelle) et la
morphologie des microgels adsorbés. Pour cela, des expériences de tension de surface
dynamique, de rhéologie dilatationelle ainsi que des isothermes de compression sont réalisées
sur des interfaces modéles couvertes de microgels. Ces études sont réalisées sur des échantillons
de microgels contenant différents taux de réticulation, qui permettent I’obtention d’émulsions

de stabilité trés différente.
I1.2.1. Caractérisation des microgels

Dans le but de s’affranchir des phénoménes électrostatiques, nous avons choisi de
travailler avec des microgels de poly(NIPAM) neutres.
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Tableau I11. 1 : Tableau récapitulatif de la composition et de la taille des microgels

Diameétre Diameétre
Tauxde hydrodynamique hydrodynamique

Echantillon réticulation y y\ oq y y\ oq

(%mol) BIS ennma 25 °C ennmab0°C
' (PDI) (PDI)
) 632 234
Bis25 25 0,08) (0,04)
) 634 295
Bis35 35 0.07) (0,05)
) 600 240
20 > (0,03) (0.02)
) 691 359
Bis100 10 0.08) (0,06)

Plusieurs échantillons de microgels sont synthétisés par polymérisation radicalaire par
précipitation en milieu aqueux, avec différentes quantités de BIS (réticulant). La composition
des différents échantillons de microgels est listée dans le Tableau Ill. 1. Le diamétre
hydrodynamique des microgels a 25 °C issus des différentes synthéses est comparable, ce qui

permet de s’affranchir de I’effet du diamétre des microgels sur les propriétés interfaciales.”®

750 -
%0 » Bis50

700 m  Bis35
650

600
550 4
5004
450
400

Diamétre (nm)

350
300

250
200

15 20 25 30 35 40 45 50
Température (°C)

Figure I11. 18 : Evolution du diamétre hydrodynamique des microgels Bis50 (m), Bis35 (m) et Bis25 (m) en fonction de la
température dans I’eau pure.
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L’étude de I’évolution des microgels en fonction de la température prouve qu’ils conservent
leur sensibilité a la température quel que soit le taux de réticulation (Figure I1l. 18). Cependant

leur taux de gonflement diminue avec I’augmentation de la réticulation.

11.2.2. Films de Langmuir : étude en compression

11.2.2.1. Mise au point des conditions expérimentales

Afin d’obtenir I’isotherme compléte des microgels sous compression forcée, plusieurs
expériences ont di étre effectuées. Lors de la premiere expérience, 10 ul de suspension
contenant 1 % massique de microgels et de I’isopropanol sont déposés a I’interface eau/décane
dans la cuve de Langmuir. Aprés un temps d’attente de 30 minutes correspondant a la mise a
I’équilibre du film de microgels, les barrieres sont rapprochées pour diminuer I’aire de la cuve.
La pression de surface, initialement nulle, augmente et semble se stabiliser pour une valeur
comprise entre 30 et 35 mN/m. Cette expérience est ensuite répétée avec une plus grande
quantité de microgels déposée a I’interface. Pour cela nous augmentons le volume du dépdt
et/ou la concentration massique en microgels de la solution jusqu’a déposer au maximum 120 pl
de solution a 2 % massique. En considérant que tous les microgels déposés a I’interface restent
adsorbés, la surface disponible entre les barriéres peut étre normalisée soit par gramme de
microgels (cf Figure 111. 19), soit par le nombre de particules (cf Figure I11. 20).

454 a) 454 b)

40 404

35 g 35
£ =
é 304 é 30
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\9_-; 25 8 25
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5 104 « 30ul2% ¢ 10 « 30ul2%
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0 0
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Figure 111. 19 : Influence de la quantité de microgels Bis25 déposée a I’interface eau/huile sur les films de Langmuir. Evolution
de la pression de surface en fonction de I’aire par particule lorsque la surface entre les barriéres a) diminue ou b) augmente.
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De cette maniére nous pouvons sonder le comportement des microgels a des taux de
compression plus élevés, ce qui nous permet d’observer une seconde transition (cf Figure III.
19). En effet, apres le premier plateau, la pression de surface augmente a nouveau jusqu’a
atteindre un second plateau a 37 mN/m. Les différentes isothermes obtenues présentent un bon
recouvrement correspondant a une seule et unique courbe qui sera présentée et discutée dans la

partie suivante pour les microgels Bis25 et Bis50.

11.2.2.2. Evolution de I'organisation des microgels en fonction de

la compression

Les isothermes obtenues avec les microgels différent significativement de celles
obtenues avec des particules solides non déformables. Dans ce cas, la pression de surface est
nulle lorsque les particules sont suffisamment éloignées pour ne pas interagir (surface par
particule élevée) puis augmente lorsqu’elles sont en contact ou lorsque les répulsions
électrostatiques s’opposent au rapprochement des particules (cf Figure 111. 20. b).?*3° En
revanche, avec les microgels, nous distinguons cing domaines différents qui sont représentés sur

la Figure I11. 20. a.
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Figure 111. 20 : a) Evolution de la pression de surface en fonction de I'aire normalisée d’un film de microgels Bis25. Les
domaines I, I1, I1I, IV et V correspondent a différentes conformations des microgels qui sont décrites dans le corps du texte. b)
Evolution csioe la pression de surface en fonction de I’aire disponible d’un film de latex de polystyréne de 122 nm de diametre.
Adapté de .
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Dans le domaine I, la pression de surface est nulle, les microgels sont donc suffisamment
éloignés les uns des autres pour ne pas interagir. Le second domaine (domaine 1) correspond a
une augmentation de la pression de surface causée par I’apparition d’interactions entre les
particules. La pression de surface atteint un premier plateau (domaine Il1), bien que la surface
continue de diminuer. Dans le cas des molécules tensioactives, ce plateau correspond a la
coexistence entre deux phases appelées liquide expansé et liquide condensé. On observe ensuite
une nouvelle augmentation de la pression de surface (domaine V) avant d’atteindre un second

plateau (domaine V).

Afin d’obtenir des informations plus précises sur la conformation des microgels a
I’interface, la pression de surface peut également étre tracée en fonction de la distance
interparticule. A partir de I’aire par particule estimée précédemment, nous avons calculé la
distance centre-a-centre (dcc ) en considérant que les microgels s’organisent de maniére

2
.,

hexagonale, comme rapporté par Destribats et al.,” grace a la formule suivante :

dec = (%)1/2 9)

ou a est I’aire par particule. L’évolution de la pression de surface peut ainsi étre tracée en
fonction de la distance centre-a-centre dcc des microgels (cf Figure 111, 21).
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Figure I11. 21 : Evolution de la pression de surface en fonction de la distance centre-a-centre entre les microgels Bis25. Les
fleches indiquent les distances caractéristiques des microgels en solution (en vert) ou a I’interface (en bleu).
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Les frontiéres entre les différents domaines sont a présent caractérisées par des distances centre
a centre, notées dy.y, di-ni, di-v €t divoy dans la suite de ce manuscrit, susceptibles de nous
donner des informations sur la conformation des microgels a I’interface lors de la compression
forcée. Sur la méme courbe, les distances caractéristiques connues des microgels sont indiquées

par des fleches. Ces distances sont :

- les diametres hydrodynamiques en solution a 25 °C (dzsec) et a 50 °C (dspec) mesurés
par DLS

- La distance centre-a-centre des mémes microgels dans le régime de coalescence
limitée a la surface d’une goutte d’huile dans I’eau (dcc @muision)), @insi que le

diamétre des cceurs mesurés par cryo-MEB par Destribats et al.?

D’apres la Figure Ill. 21 nous constatons que la pression de surface commence a augmenter
lorsque la distance entre les microgels est bien plus élevée que leur diametre hydrodynamique a
25 °C. Cependant la valeur de d. est tres proche de dcc @musion), €€ qui semble indiquer que la
pression de surface commence a augmenter lorsque les écorces des microgels sont en contact
les unes avec les autres (cf Figure Ill. 22). Le domaine Il correspond a des distances
comparables au diamétre des cceurs déformés a I’interface (dcoeur (émuision)). Sur ce domaine la
pression de surface augmente continuellement jusqu’a ce que la valeur de dcc soit égale au

diametre hydrodynamique des microgels a 25 °C (dy.n = dasec), avant d’atteindre un plateau.

Dans le domaine Il la pression de surface est constante. Cela signifie soit que la densité de
segments de polymeére adsorbés a I’interface est constante, soit que deux phases ordonnées
différentes coexistent. Dans le premier cas, une densité constante lors de la diminution de la
surface implique la désorption de segments proportionnellement a la réduction de I’interface. Si
deux phases coexistent, la premiére serait composée de microgels comprimés, ou la distance
centre-a-centre serait égale au diametre hydrodynamique des microgels a 50 °C (dyj-v = dsoec).
En revanche, dans la seconde phase, les microgels seraient moins comprimés et la distance
interparticule correspondrait au diamétre hydrodynamique a 25 °C (dzs-c). Dans les deux cas,
les microgels se déforment perpendiculairement a I’interface, ce qui provoque un
épaississement du film adsorbés a I’interface comme représenté sur la Figure I11. 22 . e et f.
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Top view
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Figure I11. 22 : Schéma représentatif des différentes configurations adoptées par les microgels dans les films de langmuir wu
par le dessus ou vu de profil. Les microgels représentés avec leur structure ceeur-écorce (les microgels sont en bleu, les ceeurs
en noir et les écorces en gris). (a) Etat dilué, les microgels sont aléatoirement répartis a I’interface sans interaction, la pression
de surface est donc nulle ; Les microgels sont déformés parallelement & I’interface ; (b) & la transition entre le domaine I et 11,
les microgels s’organisent selon un arrangement hexagonal et les écorces se touchent ; la pression de surface commence a
augmenter ; (c-d) les écorces commencent a se chevaucher et la pression de surface augmente ; la densité de segments de
polymére adsorbée par unité de surface augmente (le nombre de segments est identique mais la surface diminue) ; (e) les ceeurs
commencent également a se chevaucher ; (f) les ceeurs sont comprimés ce qui provoque I’épaississement du film de microgels ;
I’augmentation de la pression de surface est plus lente car le nombre de segments adsorbés diminue.

Ainsi dans le domaine IV, la pression de surface augmente de nouveau lorsque tous les
microgels sont contractés et ordonnés selon un arrangement hexagonal (dcc = div = dso «c).
Dans cette configuration il est alors tres difficile de comprimer davantage les microgels que ce
soit mécaniquement ou sous l’effet de la température. La compressibilitt maximum des

microgels adsorbés est alors atteinte, et la désorption de I’interface, ou la formation de
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multicouches, est plus favorable qu’une contraction supplémentaire. Le second plateau est alors
interprété comme la désorption des microgels de I’interface provoquant la formation de
multicouches ou le fléchissement du film de microgels sous I’effet de la compression.
L’ apparition d’une hystérése importante, une fois ce plateau atteint lors des expériences de
compression-expansion, est également une preuve de cette désorption. Dans cette partie nous
avons mis en évidence que les microgels sont capables d’adapter leur conformation a I’interface
sous compression forcée. Nous avons également réussi a corréler la pression de surface a la
distance centre-a-centre des microgels (et donc a leur conformation a I’interface), d’un état ou
les microgels n’interagissent pas, jusqu’a la destruction du film provoquée par une compression

trop importante.
[1.2.2.3. Influence du taux de réticulation

Nous avons également réalisé ces mémes expériences avec les autres échantillons de
microgels qui possédent différents taux de réticulation (cf Figure Ill. 23). Toutes les isothermes
réalisées ont la méme allure et se composent de cinq domaines différents comme pour les
microgels Bis25. L’interprétation que nous avons donnée est donc généralisable pour tous les
échantillons quel que soit le taux de réticulation. Dans le régime des faibles taux de
compression (dcc €levées), les transitions entre les domaines ont lieu pour les mémes valeurs de
dcc, ce qui n’est pas le cas pour des taux de compression élevés. Nous pouvons en déduire que
I’organisation des microgels ne change pas en fonction du taux de réticulation dans le domaine
des faibles compressions. Ces résultats sont en accord avec ceux établis dans le cadre des
émulsions préparées par coalescence limitée. En effet, les microgels sont aplatis et forment un
réseau hexagonal, dont le paramétre de maille ne dépend pas du taux de réticulation.?? Cette
valeur est quasiment identique a celle obtenue dans les films de Langmuir. Les transitions entre
les domaines IlI, IV et V sont décalées vers des distances plus élevées lorsque le pourcentage
molaire de réticulant augmente. Les microgels les plus réticulés, et plus particulierement leur
cceur, sont beaucoup moins déformables et compressibles. Ces premieres expériences nous ont
donc permis de mettre en évidence que le taux de réticulation affecte la capacité des microgels a
se déformer. Leur adsorption spontanée a I’interface eau/huile, ainsi que les propriétés
élastiques, sont susceptibles d’étre affectées.
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Figure I11. 23 : Influence du taux de réticulation sur les courbes de compression forcée. Evolution de la pression de surface en
fonction de la distance centre-a-centre entre les microgels & I’interface. Les pourcentages molaires des microgels sont 10 %
(m), 5% (m), 3,5 % (m) et 2,5 % (m).

11.2.3. Adsorption spontanée des microgels : étude en goutte pendante

L’ objectif de cette partie est de déterminer la conformation des microgels a I’interface
lorsqu’ils s’adsorbent spontanément a I’interface eau/huile et de sonder les propriétés élastiques
qui en découlent. Pour cela, la tension de surface d’une goutte de solution de microgels dans
une phase huile est mesurée au cours du temps par la méthode de la goutte pendante. Les
propriétés élastiques sont ensuite étudiées par rhéologie dilatationnelle.

11.2.3.1. Influence de la concentration en microgels

En premier lieu nous avons étudié I’adsorption spontanée des microgels Bis25 dans
différentes conditions de concentration (cf Figure Ill. 24. a). Sans microgel, la tension de
surface eau/dodécane mesurée est de 53 mN/m conformément a la valeur rapportée dans la
littérature.® En revanche, la présence de microgels & une concentration suffisamment élevée
(C> 0,01 % massique) entraine la diminution de la tension de surface au cours du temps
jusqu’a atteindre une valeur plateau de 17 mN/m, quelle que soit la concentration initiale en
microgels. En regle générale, les études de I’adsorption spontanée de particules rapportent que

la valeur finale diminue lorsque la concentration augmente & I’interface eau/air,* eau/huile,® et
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huile/huile.®* Cette indépendance de la valeur finale de la tension de surface avec la

15,16,35 ainSi

concentration est souvent observée avec les polymeres linéaires de poly(NIPAM),
qu’avec des peptides.*® Cependant, bien que la concentration n’ait pas d’influence sur la valeur
finale de la tension de surface, elle permet de moduler la cinétique du phénomeéne. En effet,
lorsque la concentration en microgels augmente, le plateau est atteint plus rapidement, ce qui est
caractéristique d’un phénoméne d’adsorption spontanée. Bien que la tension de surface finale ne
soit pas aussi faible que celle mesurée avec des tensioactifs (quelques mN/m), la diminution est

suffisamment importante pour étre significative.
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Figure I11. 24 : Evolution de a) la tension de surface et b) de la pression de surface en fonction du temps pour différentes
concentrations massiques de microgels Bis25.

A partir de I’évolution de la tension de surface en fonction du temps, nous pouvons calculer et

tracer I’évolution de la pression de surface au cours du temps grace a la relation suivante :

m(t) =vo — ¥(t) (10)

ou y, est la tension de surface de I’interface eau/dodécane en I’absence de microgel (53 mN/m).
L’évolution de la pression de surface en fonction du temps est représentée Figure IIl. 24. b.
Lorsque le plateau est atteint, la valeur de la pression de surface est de 35 mN/m. En comparant
cette valeur aux résultats obtenus lors des expériences de compression forcée (cf Figure Il

20. b), nous pouvons en déduire que lorsque I’état d’équilibre est atteint, la conformation des

- 177 -



Chapitre 111 : Etude du comportement des microgels aux interfaces liquides

microgels est identique a celle correspondant au domaine |11 des isothermes. En d’autres termes,
les microgels sont capables de s’adsorber spontanément dans un état comprimé impliquant une

déformation perpendiculaire a I’interface.
11.2.3.2. Influence du taux de réticulation

Nous avons également vérifié que le comportement des microgels plus réticulés est similaire a
celui des microgels Bis25. Pour cela, nous avons choisi de reproduire les mémes expériences en

utilisant I’échantillon Bis50. Les résultats sont présentés Figure Il1. 25.
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Figure 111. 25 : a) Evolution de la pression de surface en fonction du temps pour les microgels Bis50 (m) et Bis25 (m). b)
Influence de la concentration massique de microgels Bis50 sur I’évolution de la pression de surface dynamique.

L’évolution de la tension de surface en fonction du temps a la méme allure que celle des
microgels Bis25. On observe une diminution de la tension de surface, puis elle se stabilise pour
atteindre une valeur plateau. Cependant pour une méme concentration massique, la cinétique
d’adsorption des microgels est beaucoup plus lente avec les microgels les plus réticulés (cf
Figure I11. 25. a). Ce phénomene a déja été rapporté par Zhang et al. ainsi que pas I’équipe de
Ngai.*” Selon ces études, il aurait pour origine la différence de déformabilité entre les deux
échantillons de microgels. L’adsorption est gouvernée par deux phénomeénes différents. Le

premier est la diffusion des microgels vers I’interface qui dépend du diamétre hydrodynamique.
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Plus ce dernier est faible plus les microgels diffusent rapidement. Le second est la capacité du
microgel a se déformer a I’interface, ce qui met en jeu la mobilité des chaines. L augmentation

de la réticulation et la contraction des microgels sont défavorables a une bonne mobilité.

La diminution de la concentration provoque également une diminution de la cinétique. Avec cet
échantillon, aucune évolution de la tension de surface n’est constatée sur une durée de 3 h
lorsque C < 0,1 % massique. Bien que le plateau ne soit pas observé, I’allure des courbes
indique que la valeur de la tension de surface a I’équilibre est la méme que pour les microgels
moins réticulés. Ainsi, ces microgels ont également la capacité de s’adsorber spontanément a
I’interface eau/huile dans une conformation ou les microgels sont comprimés et non étalés,

contrairement a ce qui a été observé jusqu’ici a la surface des émulsions.

L’évolution de la tension de surface en fonction du temps, I’influence de la concentration et du
taux de réticulation prouvent que les microgels sont capables de s’adsorber spontanément a
I’interface eau/huile. En comparant la valeur d’équilibre aux résultats des expériences de
compression forcée, il semblerait que les microgels s’adsorbent spontanément dans un état
comprimé. Ces résultats seront commentés plus en détail dans la partie discussion de ce
chapitre.

I1.2.4. Etude des propriétés mécaniques des interfaces par rhéologie
dilatationnelle

11.2.4.1. Etude en fonction du temps

Nous souhaitons a travers cette étude établir un lien entre I’élasticité de surface conférée
par les microgels adsorbés a I’interface et leurs différentes conformations possibles. Pour cela,
nous allons tirer avantage de I’évolution de la tension de surface, ou de la pression de surface,
au cours du temps. La mesure des propriétés viscoélastiques a différents temps permet de les
mesurer pour différentes valeurs de pression de surface et donc différentes conformations des
microgels. Quelle que soit la concentration en microgels, ou le taux de réticulation, le méme
domaine de pression de surface est accessible, mais avec des cinétiques différentes. Pour les
microgels Bis25 a 1 % massique, la cinétique est trop rapide, la mesure des propriétés

viscoélastiques dans différentes conformations, n’est donc pas possible. Cependant lorsque la
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concentration est diminuée a 0,01 % massique, la cinétique est beaucoup plus favorable.
L’élasticité dilatationnelle est alors mesurée en faisant osciller la surface de la goutte de
solution formée dans le dodécane aprées des temps d’attente différents. La durée des oscillations
est courte par rapport a la cinétique d’adsorption. La méme expérience est effectuée sur
I’échantillon plus réticulé, en choisissant différentes concentrations en microgels. Les résultats

obtenus pour les microgels Bis25 et Bis 50 sont présentés Figure 1l1. 26.
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Figure I11. 26 : Evolution du module d’élasticité (m), et du module de perte (®), en fonction du temps pour les microgels Bis25
a une concentration de 0,01 % massique et b)évolution du module d’élasticité (symbole plein) et du module de perte (symboles
vides) pour les microgels Bis 50 & différentes concentrations.

D’apres ces résultats, le film de microgels adsorbé a I’interface se comporte comme un solide
puisque le module d’élasticité est dix fois plus élevé que le module de perte. Nous remarquons
également que I’évolution du module élastique n’est pas monotone en fonction du temps. I
passe par un maximum avant de diminuer a nouveau et de se stabiliser a une valeur de

10 mN/m, et ce pour les deux échantillons.
11.2.4.2. Propriétés mécaniques en fonction de I'organisation du
film

Précédemment, nous avons mesuré I’évolution de la tension de surface en fonction du

temps, nous pouvons alors tracer I’évolution du module élastique en fonction de la tension de
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surface ou de la pression de surface, puisque ces deux derniéres valeurs sont liées par I’équation
(10) de ce chapitre (cf Figure Ill. 27. a). Les échantillons de Bis25 et de Bis50 ayant des
cinétiques d’adsorption différentes, cette représentation nous permet de comparer les deux
échantillons et d’apprécier I’effet du taux de réticulation sur le module élastique. Les valeurs
maximum de I’élasticité de surface sont quasiment identiques (= 50 mN/m) pour une pression
de surface comprise entre 10 et 20 mN/m pour les deux taux de réticulation. En s’appuyant sur
les courbes de compression de chaque échantillon, nous pouvons convertir la pression de
surface en distance centre-a-centre entre les microgels, afin de pouvoir faire le lien entre les

propriétés élastiques et la conformation des microgels a I’interface (cf Figure I11. 27. b).
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Figure I11. 27 : Evolution du module d’élasticité en fonction de (a) la pression de surface et (b) la distance centre-a-centre des
microgels (m) Bis50 a une concentration de 1 % et 0,5 % massique et des microgels (e) Bis 25 a une concentration de 0,01 %
massique.

Selon cette derniére représentation, le module élastique est maximum lorsque la distance centre-
a-centre est comprise entre 800 et 1000 nm. Selon I’interprétation que nous avons faite des
isothermes de compression, cela correspond a la conformation ou les microgels sont déformés

parallélement a I’interface (conformation aplatie) et les écorces sont enchevétrées.

Parallelement, I’élasticité de surface peut également étre directement extraite de I’isotherme de

compression. Elle est calculée grace a la formule suivante :

E= - -2 (11)

dLna
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ou a est la surface par particule.

De cette maniére nous pouvons également calculer et tracer le module élastique a partir des

expériences de compression forcée. Les courbes sont présentées Figure I11. 28.
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Figure 111. 28 : Elasticité de surface calculée a partir des isothermes de compression pour les microgels (m) Bis50 et (®) Bis25.

Cette analyse met également en évidence que quel que soit le taux de réticulation, la
valeur maximum du module élastique est la méme et apparait sur le méme domaine de pression

de surface.
[1.2.5. Discussion

Nous allons a présent comparer les résultats obtenus avec les trois techniques présentées,
afin de faire le lien entre I’élasticité et la conformation adoptée par les microgels a I’interface

eau/huile. Puis nous comparerons le comportement des microgels a I’interface avec celui

d’autres espéeces adsorbées.

11.2.5.1. Adsorption spontanée et conformation des microgels

D’apres les expériences de tension de surface dynamique nous avons déduit que les
microgels s’adsorbent spontanément dans un état comprimé. De ce fait, les pressions de surface

mesurées par compression forcée ou par la méthode de la goutte pendante sont comparables
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uniquement jusqu’au domaine Il défini sur la Figure I11. 20. a. Lorsque la pression de surface
est faible, I’élasticité est également faible, car les microgels sont trop éloignés pour interagir.
L’élasticité augmente lorsque les écorces se touchent et s’interpénetrent, formant ainsi un réseau
bidimensionnel (domaine 11). Le module d’élasticité atteint son maximum lorsque les cceurs, qui
sont moins déformables, sont en contact et commencent a étre comprimés les uns contre les
autres. Par la suite, la perte de I’élasticité est provoquée par la déformation perpendiculaire a
I’interface des microgels, entrainant la désorption de segments polyméres (Domaine 11).

La seconde transition (domaine IV et V) n’est pas atteinte en adsorption spontanée. Cette
seconde transition dépend du taux de réticulation. L’organisation des microgels n’est pas
élucidée a ce jour et fait I’objet d’études complémentaires en imagerie (notamment par AFM
sur des films de Langmuir transférés sur substrat solide par I’équipe de L. Isa).

Le fait que les microgels puissent s’adsorber spontanément dans un état comprimé est
relativement surprenant, car cela révéle I’existence d’interactions attractives a I’interface. Dans
le but de vérifier que les microgels puissent s’adsorber dans une telle conformation, une
interface plane est imagée par FreSCa cryo-SEM par I’équipe de Zurich. La distance centre-a-
centre qui est mesurée a partir des clichés est de 540 nm sur la Figure Ill. 29. a, ce qui est
inférieur au diametre hydrodynamique des microgels en solution a 25 °C. Ce résultat prouve
que les microgels ont bien la capacité de s’adsorber dans une conformation comprimée a

I’interface et de former ainsi un film de microgels dense.

a) b)

2 um

Figure I11. 29 : Adsorption spontanée a une interface eau/décane plane visualisée par FreSCa cryo-SEM des microgels Bis50 a
une concentration de 0,3 % massique. L’image (a) est le film dense de microgels ou ils sont comprimés et I'image (b) montre la
coexistence de deux domaines différents. En bas a droite de I'image la distance centre-a-centre mesurée est de 1 100 nm : les
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microgels sont aplatis et les écorces ne se touchent pas. En haut a gauche de I'image la distance est de 860 nm et les microgels
sont un peu plus comprimés.

La seconde image présentée Figure Ill. 29. b permet de visualiser la coexistence de deux
conformations différentes a un temps donné. Dans le coin en bas a droite de I'image, les
écorces des microgels ne s’enchevétrent pas et les microgels sont aplatis (dcc = 1 100 nm), alors
que dans le coin en haut a gauche la couche est plus dense, les écorces s’enchevétrent et sont

comprimées (dcc = 860 nm).

[1.2.5.2. Comparaison entre I'organisation des microgels a une

interface plane et a I'interface d’émulsions

Grace a I’équation (9) nous avons pu déterminer les distances centre-a-centre,
caractéristiques des différentes transitions, pour tous les échantillons de microgels. Ces
distances sont comparées a celles mesurées par Destribats et al. a partir des clichés de cryo-
MEB sur des microgels de composition identique et dont le diamétre est proche de ceux que

nous avons étudiés.?

Tableau I11. 2 : Comparaisons des distances centre-a-centre mesurées par cryo-MEB et celles calculées.

dcc mesuré par  dceeur mesuré par

Echantillon destribats etal.??  destribats et al.? ((:1;;')
(nm) (nm)

Bis25 1068 921 1345

Bis35 1131 942 1236

Les valeurs que nous avons déterminées grace aux expériences de Langmuir-Blodgett sont tres
proches de la distance centre-a-centre des microgels adsorbés a la surface d’émulsions de
Pickering stables. Cela confirme I’hypothése que les émulsions sont stables dés que les
microgels aplatis commencent a interagir entre eux. Cela se produit quand les écorces entrent en

contact.

Nous pouvons également comparer la morphologie des microgels adsorbés a des interfaces
modeles a celles rapportées par Destribats et al. a la surface de gouttes d’huile dans les

émulsions. Il est trés surprenant que les microgels s’adsorbent spontanément dans un état
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comprimé alors qu’ils sont aplatis a la surface de gouttes d’huile. Les principales différences
entre les deux techniques sont I’apport d’énergie nécessaire pour former I’émulsion et la
concentration en microgels. En effet, les émulsions sont préparées dans le régime de
coalescence limitée, ce qui signifie que les microgels sont en défaut par rapport a la quantité
d’interface créée lors de I’émulsification. Les gouttes d’huile coalescent jusqu’a ce que
I’interface soit suffisamment protégée, ce qui se produit lorsqu’on atteint une monocouche
hexagonale constituée de microgels aplatis. Cela signifie que cette conformation est suffisante
pour stabiliser durablement les émulsions. Ce cas correspond a I’élasticité dilatationnelle de
surface relativement faible mais non nulle. Lorsque le phénoméne de coalescence est stoppé, il
ne reste plus de particule en suspension dans la phase aqueuse. Au contraire, lors des
expériences de la goutte pendante, un large exces de microgels demeure dans la phase aqueuse
aprés I’adsorption de la monocouche de microgels. Ces microgels sont susceptibles de
s’adsorber dans un second temps, afin d’augmenter le nombre de segments polymeres adsorbés
a I’interface et d’abaisser I’énergie du systeme. L’adsorption spontanée s’arréte lorsque le gain
d’énergie est plus faible que celui nécessaire a la particule pour comprimer un peu plus la
monocouche, comme observé récemment par Zell et al. avec des nanoparticules cceur-écorce.®

Figure 111. 30 : Influence de I'incubation d’une émulsion dans une solution concentrée de microgels Bis25. Les images sont
obtenues par cryo-MEB, aprés sublimation partielle de la phase huile pour une meilleure visualisation. Les microgels
apparaissent plus petits que leur taille initiale, car ils sont partiellement déshydratés, cependant la distance centre-a-centre est
la méme qu’avant sublimation. L’encadré en haut a gauche est une image d’une émulsion en I’absence d’un excés de microgels
et la seconde image est la surface d’une émulsion préparée dans les conditions de coalescence limitée puis incubée 5 jours dans
une solution de microgels concentrés.
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Nous souhaitons alors vérifier que la conformation aplatie des microgels a la surface des
émulsions peut évoluer spontanément en présence d’un excés de microgels dans la phase
continue. Pour cela, nous avons préparé une émulsion dans les conditions de coalescence
limitée. Lorsque tous les microgels sont adsorbés et que I’émulsion est stable, la phase continue
est retirée pour é&tre remplacée par une solution de microgels a 1 % massique. Afin de comparer
la morphologie des microgels, I’émulsion est imagée avant et aprés incubation dans la solution
de microgels (cf Figure Ill. 30). La distance centre-a-centre mesurée a partir des images de
cryo-MEB sans incubation est plus grande que le diamétre hydrodynamique des microgels en
solution a 25 °C (dcc/dasec = 1,58), alors qu’apres 5 jours d’incubation elle est inférieure au
diamétre hydrodynamique. Le ratio entre dcc et dzsec est de 0,96. Associé a ce changement de
conformation, on note également une modification des propriétés macroscopiques des
émulsions. Juste apres émulsification, I’émulsion est tres floculée alors qu’elle ne I’est plus

apres incubation (cf Figure 1l1. 31).

Figure I11. 31 : Vue macroscopique des émulsions (a) sans incubation ou (b) apres 5 jours d’incubation permettant d’apprécier
I’évolution des propriétés d’écoulement de I’émulsion.

Ces observations sont en accord avec celles rapportées par Destribat et al ?2%#2>2839 | 3

conformation aplatie favorise le pontage entre gouttes, contrairement a la conformation
comprimée qui stabilise les gouttes libres.* L adsorption spontanée des microgels a I’interface
d’émulsions dans une conformation comprimée est également possible, ce qui met en évidence
la présence d’interactions attractives entre les microgels. Cette attraction peut provenir d’une
meilleure affinité polymere/polymére des chaines en mauvais solvant a I’interface. La

défloculation des émulsions nécessite également que les microgels se désorbent spontanément
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de I’une des deux gouttes d’huile, ce qui peut arriver lors d’un changement de conformation,
comme dans le cas des protéines.

L’émulsion peut également étre préparée en présence d’un exces de microgels dans la phase
aqueuse. Cette méthode est moins efficace que I’incubation pour obtenir un film dense de
microgels a I’interface, car les images de cryo-MEB ont révélé la coexistence de deux domaines
de compacités différentes a la surface des gouttes (cf Figure 11l. 32). Cette observation permet
de confirmer que le comportement des microgels est semblable aux interfaces modéles et a la
surface de gouttes. Elle met en relief I"importance de la concentration en microgels sur les
propriétés finales de I’émulsion.

Figure 111. 32 : Cliché cryo-MEB d’une émulsion préparée avec des microgels Bis25 a une concentration de 1% massique.

[1.2.5.3. Comparaison de l'adsorption des microgels a d’autres

especes
Il est également intéressant de comparer les propriétés des microgels a I’interface avec celles
des tensioactifs, des particules solides, des polymeres linéaires ou encore des protéines.

Contrairement aux molécules tensioactives, il n’existe pas d’équilibre dynamique entre les
particules adsorbées a I’interface et celles en solution. Une fois adsorbées, I’énergie a vaincre
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pour se désorber spontanément est trop importante. Aucun échange entre la solution et
I’interface n’est donc possible. Les microgels se comportent difféeremment des particules
solides, car ils ont la capacité de se déformer et d’adapter leur conformation. De plus, les
particules solides ont la capacité de se réarranger trés rapidement, ce qui permet a la
monocouche de se réparer lorsqu’elle se rompt.****! Bien que les microgels se comportent
differemment des molécules tensioactives et des particules solides, ils ont de nombreuses

similitudes avec les polymeéres linéaires et les protéines.
Comparaison avec I’adsorption de polymeres linéaires (amphiphiles)

Les études de polymeres de poly(NIPAM) offrent de nombreuses données que nous pouvons
comparer avec les nétres. Les groupements hydrophobes des polymeres linéaires de
poly(NIPAM), qui sont responsables de leur comportement en solution en fonction de la
température, sont également le parametre clef qui facilite leur adsorption a une interface (eau/air
ou eau/huile). La plupart des travaux ont pour but d’étudier I’influence de la température sur

154244 1'gpaisseur du film de polyméres,®* la rhéologie

I’adsorption spontanée a I’interface,
classique®® et la rhéologie dilatationnelle.*” A I’interface eau/air, les polyméres linéaires
s’adsorbent provoquant la diminution de la tension de surface de 72 mN/m jusqu’a environ
40 mN/m, ce qui correspond a une pression de surface de 32 mN/m. Cette valeur est trés proche
de celle rapportée a I’interface eau/huile en présence de microgels et de celle que nous avons
mesurée au cours de ces travaux."*? Nous remarquons également que les propriétés des
microgels de poly(NIPAM) adsorbés a I’interface et celles de leurs homologues linéaires sont
tres similaires. Notamment, les similitudes entre les propriétés d’élasticité dilatationnelle sont
réellement saisissantes.”” Les auteurs ont mesuré le module d’élasticité dilatationnelle de
solutions de polymeéres linéaires de poly(NIPAM) en fonction du temps et de la concentration

en polymere (cf Figure Il1. 33).
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Figure I11. 33 : Evolution du module élastique dilatationnel en fonction du temps de poly(NIPAM) linéaire a une concentration
de 0,000009 % massique (e), 0,0000114 % massique (m) et 0,0001 % massique (a). Adapté de *'.

Lorsque la concentration est faible (de 10° & 10* % massique), I’évolution du module élastique
en fonction du temps n’est pas monotone. Comme pour les microgels, ce module passe par un
maximum a un temps donné lors de I’adsorption spontanée. Dans le but de recueillir des
informations sur I’organisation des polymeéres, les auteurs ont mesuré par ellipsométrie
I’épaisseur du film lors de I’adsorption. Aux temps courts, les chaines polymeres s’adsorbent
individuellement a I’interface ou elles « s’étalent » et restent suffisamment éloignées pour ne
pas interagir. Par la suite, de plus en plus de chaines s’adsorbent jusqu’a ce qu’elles soient
confinées stériquement. A partir de cet état, des segments de polymeres se désorbent de
I’interface et protubérent dans la phase aqueuse pour former des boucles. Le maximum
d’élasticité correspond au maximum de segments adsorbés, en absence de boucles. En présence
de boucles, lors des cycles de compression-dilatation, des segments de polymeres sont échangés
entre I’interface et la phase aqueuse permettant ainsi de dissiper une partie des contraintes.

Ce comportement n’est pas spécifique des polyméres de poly(NIPAM), d’autres polymeéres
amphiphiles ont également les mémes propriétés, comme le poly(vinylpyrrolidone) ou le

poly(éthylene glycol).”® Cependant le maximum du module d’élasticité mesuré du
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poly(NIPAM) est le plus élevé et vaut 60 mN/m, ce qui est trés proche du maximum mesuré
lors de nos expériences (55 mN/m).

Gréace a I’organisation des microgels, nous pouvons en déduire la distance centre-a-centre des
microgels et ainsi suivre indirectement I’évolution de I’épaisseur de la monocouche. Nous
avons pu établir que I’élasticité diminue lorsque la distance centre-a-centre est inférieure a 800
nm (cf Figure 1ll. 27. b). D’apres les courbes de compression forcée (cf Figure 1ll. 20. b), la
pression de surface est presque constante en dessous de cette valeur de dcc a cause de la
désorption de segments polymere. Ainsi, la diminution du module élastique des microgels a
I’interface est également corrélée a I’épaississement de la monocouche lorsque les microgels se
déforment perpendiculairement a I’interface (cf Figure Ill. 22. f). En conclusion les microgels
se comportent a I’interface de la méme maniere que les polymeéres linéaires de poly(NIPAM)
lors de leur adsorption spontanée. La présence de nceuds de réticulation ne semble pas avoir
d’impact sur les propriétés mécaniques du film lorsque la pression de surface n’est pas trés
élevée (< 32 mN/m domaine I11).

Comparaison avec I’adsorption de protéines

Les protéines ont également un comportement tres proche de celui des microgels. Par
exemple, Freer et al. ont étudié les propriétés élastiques d’une interface eau/héxadecane
recouverte de protéines globulaires (lysozyme) ou de protéines flexibles (caséine B).***° Dans
les deux cas, le module élastique atteint un maximum en fonction de la pression de surface. En
ce qui concerne la caséine B, qui est une protéine flexible, la valeur du module élastique est
maximum (40 mN/m) lorsque les segments hydrophiles de la chaine forment des boucles dans
la phase aqueuse (cf Figure Il1. 34).

-190 -



Chapitre 111 : Etude du comportement des microgels aux interfaces liquides

50 T T T T T T T T T T T T T

B-Casein
F035uM
4 pH=70

30}

E,., mN/m

20—

10 F

 (after washout}d—'é"é

'l L " L " L -

0 10 20 30

. mN/m

Figure I11. 34 : Evolution du module d’élasticité dilatationnelle en fonction de la pression de surface de la caséine f a une
concentration de 5 mg/mL dans une solution de tampon phosphate 100 mM pH 7. Adapté de *°.

..>* Au-dela d’une

Quelques années plus tard, la méme conclusion est rapportée par Noskov et a
pression de surface de 29 mN/m, les protéines sont comprimées, puis expulsées dans la phase
aqueuse, entrainant la rupture du film adsorbé a I’interface. Pour le lysozyme, les auteurs
rapportent que les protéines s’adsorbent dans un premier temps en conservant leur morphologie
globulaire. Le module élastique augmente avec la quantité de protéines adsorbées a I’interface
jusqu’a atteindre 78 mN/m. Ce module élevé est d0 a la rigidité de la protéine conférée par la
présence de ponts disulfure et d’interactions hydrophobes. La diminution de I’élasticité a pour
origine un changement de conformation des protéines qui se «déplient » partiellement a
Iinterface, entrainant une diminution de la rigidité de la molécule.***° Contrairement a la
caseine B, la rupture du film n’est pas observeée, car les protéines de lysozyme sont plus ancrées
a I’interface a cause des interactions défavorables entre les groupements hydrophobes et la
phase aqueuse. Plus récemment Noskov et al. ont mis en évidence I’'impact de la dénaturation
d’une protéine globulaire (albumine de sérum bovin) a I’interface sur les propriétés élastiques.
Ils observent que le maximum d’élasticité apparait uniqguement en présence d’un dénaturant de

protéines qui leur permet de s’adsorber et de se « déplier » rapidement a I’interface.

Nous pouvons donc en conclure que les particules molles, comme les microgels, ont des

caractéristiques communes avec les protéines flexibles et les protéines globulaires qui sont
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capables d’adapter leur conformation a I’interface. Grace a leur déformabilité, les microgels
peuvent former des boucles dans la phase aqueuse et changer de conformation.

Bien que pour les faibles valeurs de pression de surface le taux de réticulation n’ait pas
d’impact sur les propriétés élastiques, ce n’est plus vrai pour les forts taux de compression
(domaine IV et V). Plus le taux de réticulation augmente, plus ces domaines ont lieu pour des
distances centre-a-centre élevées. Ce phénoméne témoigne d’une diminution de la
compressibilité du film lorsque le taux de réticulation augmente. Ces deux derniers domaines
n’ont jamais été observés pour des expériences de compression forcée avec les polymeres

linéaires.
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons pu mettre en évidence que les microgels sont capables de
s’adsorber de maniére quasi-irréversible a la surface d’interfaces modéles. De plus, lorsque les
microgels sont présents en exces, ils sont capables de se comprimer a I’interface. Leurs
propriétés a I’interface different de celles des particules solides, mais sont tres similaires a celles
des polymeres linéaires et des protéines qui sont capables de changer de conformation a
I’interface. Nous avons pu observer que le taux de réticulation n’a pas d’impact sur les
propriétés mécaniques lors de I’adsorption spontanée. Seule la cinétique d’adsorption est
modifiée. La réticulation a un impact dans les domaines des forts taux de compression
accessibles  uniquement mécaniquement (compression forcée). D’autres analyses
complémentaires sont envisagées afin de mieux comprendre I’effet de la réticulation sur les
propriétés viscoélastiques et sur I’organisation des microgels a I’interface. Par exemple, des
expériences de FreSCa sont prévues sur des films de Langmuir prélevés a différentes pressions
de surface. Des expériences de rhéologie 2D en cisaillement sont également susceptibles de
nous apporter plus d’informations sur la contribution de I’enchevétrement des écorces et de la
réticulation chimique.”** L’étude de microgels chargés en compression forcée est aussi

envisagée afin de comprendre I’influence des charges sur leurs propriétés a I’interface.

En ce qui concerne les émulsions de Pickering, les microgels sont aplatis et protegent
I’émulsion du phénomene de coalescence lorsqu’ils sont en défaut par rapport a la quantité
d’interface créée. La stabilisation des émulsions par les microgels ne requiert ni un
enchevétrement important des écorces, ni la compression des microgels a I’interface. L’ ajout de
microgels dans la phase continue permet I’obtention d’un film plus dense, ce qui a pour effet de
modifier le comportement macroscopique des émulsions. Nous avons alors mis en évidence un
nouveau levier pour modifier la densité de surface des microgels et ainsi permettre a
I’expérimentateur de contrdler dans un premier temps la taille des gouttes d’huile par le
phénomene de coalescence limitée, puis dans un second temps, I’épaisseur du film qui

détermine I’état de floculation de I’émulsion préparée.

Cette étude nous a également permis de mettre en avant la complexité et la flexibilité de ces

systemes : non seulement leurs parametres structuraux ont une importance sur leurs propriétés
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aux interfaces, mais également sur leur dynamique d’adsorption. De cette maniere, il est
possible de piéger les microgels dans une conformation donnée. Le procédé de fabrication a
également un role trés important, ce qui peut étre a I’origine des différences et des
contradictions rapportées dans la littérature.
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Introduction au chapitre

Les particules Janus sont des particules dissymétriques nommeées ainsi en référence au Dieu de la
mythologie romaine, généralement représenté avec une téte possédant deux visages. Plus
précisément, le terme désigne des objets de dimensions micrométriques ou nanométriques,
possédant deux extrémités aux propriétés différentes. Dans le cas de particules sphériques, ce
sont les hémisphéres qui sont différenciés. La préparation de ce type de matériaux a déja fait
I’objet de nombreux travaux, notamment sur des particules solides et sphériques. * Une technique
pour la dissymétrisation d’objet conducteur ou semi-conducteur a grande échelle, par
électrochimie bipolaire, a notamment été développée dans notre laboratoire.?® L’intérét de la
communauté scientifique, mais également du monde industriel, pour les particules Janus est en
pleine croissance. Elles offrent des perspectives intéressantes pour de nombreux secteurs
d’application comme la catalyse, les traitements thérapeutiques, I’agro-alimentaire, la détection
ou I’imagerie. Pourtant, trés peu de travaux ont été consacrés a la préparation de particules Janus
a base de microgels. La porosité de ces matériaux et leur déformabilité offrent I’opportunité de
dissymétriser par fonctionnalisation le volume de la particule et non uniquement la surface. De
plus, en fonction du type de polymeres utilisés, les matériaux finaux peuvent étre Janus et

stimulables.

L’ objectif de ce chapitre est de préparer des microgels Janus stimulables dont les taux de
gonflement sont différenciés, et d’en explorer les possibilités d’auto-assemblage (cf Figure 1V.
1). Pour obtenir cette différence de taux de gonflement, des microgels de poly(NIPAM) seront

dissymeétrisés avec une espéce chimique hydrophobe.

Hémisphere

hydrophile " O s
Hémisphére 'QQ
hydrophobe

Figure IV. 1 : Schéma d’un microgel Janus ayant une forme asymétrique et type d’auto-assemblage susceptible de se former
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Pour ce faire nous allons profiter de la bonne connaissance de notre équipe sur I’organisation des
microgels a I’interface eau-huile et du contrdle de cette organisation par des leviers physico-
chimiques (structure des microgels, paramétres de procédés) pour fonctionnaliser les microgels
une fois adsorbés a I’interface eau-huile. Dans un premier temps, les microgels seront
fonctionnalisés avec une molécule fluorescente afin d’obtenir une preuve visuelle de la
dissymétrisation des microgels. Ensuite, ils seront fonctionnalisés avec une molécule qui est
hydrophobe, dont I’hydrophobie change en fonction du pH. L’acide phénylboronique, déja bien
connu au laboratoire, sera choisi pour ces propriétés. La préparation de microgels Janus dont un
hémisphere est sensible au glucose présente également un intérét applicatif. Leur comportement
en fonction des conditions environnementales sera étudié. Nous conclurons ce chapitre avec
I’étude du comportement de microgels polyampholytes qui possedent une zone globalement

chargée négativement et une seconde zone chargée globalement positivement.
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|. Contexte de I'étude: étude bibliographique sur la synthese de

particules Janus

Dans cette partie, nous allons présenter les principales techniques utilisées pour la
préparation de particules Janus. Nous nous focaliserons essentiellement sur les particules
sphériques constituées de polymeres. Dans un premier temps nous présenterons une technique
qui consiste a fonctionnaliser régiosélectivement des particules de structure initiale homogéne.
Nous présenterons ensuite plusieurs techniques qui permettent la préparation de particules in situ

dissymétriques.

l.1. Dissymétrisation par fonctionnalisation d’objets adsorbeés a une interface

Cette méthode de préparation de particules Janus se décline en deux étapes. La premiére
consiste en la préparation des particules, ce qui permet de fixer certains paramétres comme la
taille et la polydispersité des matériaux. Lors de la deuxieme étape, les particules sont adsorbées
sur la surface d’un solide, ou a I’interface de deux fluides, afin de protéger un hémispheére de la
particule pendant la fonctionnalisation du second.” Les travaux de I’équipe de Kawaguchi
illustrent bien ce concept, car ils décrivent la dissymétrisation de microspheres polymériques
adsorbées sur une coupelle de polystyrene (PS) ou a I’interface plane eau-air. Gangwal et al.
rapportent la dissymétrisation de particules de polystyréne organisées en monocouche a la surface
d’un substrat en verre.® De I’or est ensuite vaporisé et se dépose sur la partie non protégée des
particules. La technique d’immobilisation sur une surface en verre est également utilisée pour
déposer des nanoparticules de PS sur des particules polymériques,® et permet également leur

modification de surface par un plasma.’

Dans le but d’augmenter la quantité d’interface, et donc la quantité de matériaux fonctionnalisés,
les particules sont adsorbées a la surface de particules en suspension,® ou a la surface de gouttes
dans des émulsions de Pickering.® Ces premiers travaux décrivent la dissymétrisation de la
surface de particules solides. En 2009, I’équipe de S. Ravaine montre I’intérét d’utiliser les
interfaces liquides des émulsions, car I’ajout de tensioactif dans la phase continue permet de
moduler I’ancrage des particules et donc la quantité de surface protégée par la phase dispersée, ce
qui n’est pas possible & une interface solide.*°
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Ces deux approches ont également été utilisées pour la préparation de microgels Janus
stimulables. Avec ce type de matériaux poreux, la fonctionnalisation ne se limite plus a la
surface, car le volume de la particule est également en contact avec la phase dispersée et est
accessible par les réactifs. Les travaux de I’équipe de Kawaguchi rapportent la dissymétrisation
de microgels de poly(NIPAM-co-MMA) & I’interface eau-huile.”* Les microgels sont préparés
selon la méthode de polymérisation par précipitation entre le NIPAM, le BIS, et I'acide
méthacrylique. Ce dernier est incorporé dans la matrice afin d’introduire des fonctions acides
carboxyliques qui pourront réagir avec des amines par couplage peptidique. Dans ces travaux les
microgels sont adsorbés a la surface d’une émulsion d’hexadécane dans I’eau, puis
fonctionnalisés par I’éthyléne diamine (ED) en présence d’un agent de couplage hydrosoluble, le
1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (cf Figure V. 2). Une fois la fonctionnalisation
terminée, I’émulsion est détruite en provoquant la cristallisation de I’hexadécane (émulsion
stockée a 4 °C), puis en le laissant fondre a température ambiante. Les microgels récupérés ont
alors deux hémispheres chimiquement différents, dont I’un est composé d’acide carboxylique et
le second d’amine. Lorsque le pH est compris entre 4,25 et 9, qui sont respectivement les pKa du
MAA et de 'ED," la charge de chaque hémisphére est différente ce qui est a I’origine
d’interactions interparticulaires provoquant I’apparition d’un auto-assemblage des microgels sous
forme de lignes. La dissymétrie a également pu étre visualisée par microscopie électronique apres
croissance in situ de nanoparticules d’or sur les fonctions amines (cf Figure IV. 2. d). Cependant

il est a noter que ces travaux présentent un nombre trés limité d’objets.

Figure IV. 2 : Schéma illustrant (a) la préparation des émulsions de Pickering, (b) la modification chimique des microgels et (c)
la récupération des microgels Pas déstabilisation des émulsions. (d) Cliché TEM des microgels aprés la synthése in situ des
nanoparticules d’or. Adapté de **.
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Le méme type d’étude est également réalisé par Umeda et al. ou la phase huile est solidifiée dans
le but de s’affranchir d’une éventuelle rotation des microgels une fois adsorbés a I’interface,
comme c’est le cas avec les particules non déformables.”? L’amélioration du protocole n’a
toutefois pas été démontrée.

Bradley et al. rapportent la préparation de particules cationiques de poly(2-vinylpyridine) sur
lesquelles sont greffées de maniére régiosélective des chaines de polyméres stimulables.” Pour
cela une hétéroagrégation est formée entre les microgels cationiques et des latex plus gros,
anioniques, composés de poly(2-vinylpyridine-co-styréne). La présence d’atomes de chlore a la
surface des petits microgels permet de faire croitre des chaines de poly(NIPAM) par
polymérisation radicalaire par transfert d’atomes sur la surface non protégée par le latex (cf
Figure IV. 3).

+ NIPAM
Step 2 | + Cu(l)Cl/Me TREN
RT, under Argon

Step 3

% Decrease fo
pH 2B

El Centn‘ruge

Figure IV. 3 : a) Schéma illustrant la préparation de microgels Janus par la technique d’hétéroagrégation. b) Image TEM d’un
microgel Janus. Extrait de *

l.2. Obtention de particules Janus par séparation de phase

Cette technique de préparation de particules Janus repose sur la séparation de phase d’au
moins deux composés incompatibles en milieu confiné ou en solution. Ce phénomene peut étre
provoqué par un changement d’affinité polymere-solvant ou par la présence d’interactions

attractives entre des copolymeres en solution. Bien que I’aspect stimulable de certains polymeres
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soit un atout pour utiliser cette technique, peu de travaux rapportent la préparation de particules
Janus stimulables par cette technique.

Séparation de phase dans une émulsion

Les premiers travaux, qui rapportent la préparation de particules Janus en utilisant cette
technique, ont été réalisés par I’équipe d’Okubo lors de I’étude de la séparation de phase d’un
mélange de deux homopolymeéres, le polystyrene (PS) et le polyméthacrylate de méthyle
(PMMA), au sein d’une goutte d’émulsion.**" La phase dispersée de cette émulsion est
constituée d’une solution de toluéne dans laquelle sont dissouts les deux polymeéres.
L’évaporation du toluene provoque la précipitation des polymeéres et permet I’obtention de
nanoparticules d’environ 7 um de diametre, ayant deux phases distinctes (cf Figure IV. 4. a). Ce
phénomene est le résultat d’interactions complexes entre les polymeres et la phase aqueuse,
comme par exemple la tension de surface polymere/polymere et les tensions de surface
polymere/eau. En effet, la modification de ces derniéres par I’ajout de tensioactif, permet de
modifier la structure interne des particules formées. En présence d’une faible quantité de SDS, la
structure des particules est du type cceur-écorce et évolue vers une structure Janus lorsque la

concentration augmente.***’

L’ ajout de tensioactif diminue I’écart entre les tensions de surface
PS/eau et PMMA/eau, ce qui limite la formation d’une écorce en faveur de la formation de deux
hémispheres de nature chimique différente. Les auteurs ont également démontré qu’il est possible
de modifier la géométrie des particules en diminuant les tensions de surface polymeres/eau et en
augmentant la tension de surface polymere/polymere (augmentation de la longueur des
chaines).’*® L’avantage de cette technique est la possibilité de modifier la structure interne et la
forme des particules en modifiant simplement les tensions de surface entre les différentes phases.
Quelques années plus tard, le méme groupe développe des particules Janus, dont I’'un des
hémisphéres est modifié¢ chimiquement.®* Les homopolyméres de PS sont remplacés par des
polymeres de PS porteurs d’un groupement capable d’initier une polymérisation radicalaire par
transfert d’atome. De cette maniére, des particules Janus avec des morphologies et des propriétés
originales peuvent étre préparées (cf Figure IV. 4).
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a) P(S-BIEM) PO °)
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Figure IV. 4 : a) Représentation schemathue de la préparation des particules Janus par séparation de phase. b) cliché TEM des
particules aprés polymérisation. Adapté de *

Cette technique est également utilisée par le groupe de Landfester, en dissolvant du PS et du
polycarbonate de propyléne (PPC) dans du chloroforme.?’ L’évaporation du solvant, dispersé
dans une phase aqueuse, engendre la formation de particules dont la composition varie en
fonction des quantités de polymeére dissout initialement. Ce concept est également utilisé pour
préparer des particules Janus hybrides dont I‘une des phases est composée de nanoparticules

magnétiques.??®

La séparation de phase peut également étre provoquée par le changement des propriétés
physiques de polyméres stimulables.* En effet, 1’équipe de Weitz utilise la sensibilité¢ & la
température de microgels cationiques de poly(NIPAM-co-Allylamine) pour former une particule
dissymétrique. Une émulsion inverse obtenue par voie microfluidique est formée ou les gouttes
d’eau contiennent: les microgels dont le diamétre est de 500 nm, des polymeres d’acide
polyacrylique, de I’acrylamide, du BIS et un photo-amorceur. Lorsque I’émulsion est chauffée a
65 °C, les microgels se contractent et s’agregent car la force d’attraction de Van der Waals
devient plus importante que les forces de répulsions électrostatiques. Les polymeéres de PAA
(chargés négativement) ont pour role d’assurer une cohésion entre les microgels une fois qu’ils
sont agrégeés. Ensuite, I’émulsion est exposée aux rayonnements UV dans le but de déclencher la
polymérisation de I’acrylamide et du BIS afin de figer la structure. Le volume de chaque phase
peut étre modulé en modifiant la concentration des espéces en solution. Les matériaux obtenus

par cette technique ont un diametre trés élevé puisqu’il est d’environ 100 pm.

La séparation de phase de copolymeéres photosensibles a base de poly(NIPAM) peut également

&tre provoquée par exposition aux rayonnements UV (cf Figure IV. 5).?° Une fois que la
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séparation de phase est provoquée, la structure est également figée par polymérisation dans la
goutte d’eau en présence de réticulant. La particule Janus obtenue est composée d’une phase de

copolymeéres réticulés et d’une seconde phase uniquement composée de réticulant.”®

® .0 ®). - Q
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Figure IV. 5 : Image de microscopie optique de gouttes d’eau contenant les copolymeéres de poly(NIPAM) photosensibles a)
exposées & la lumiére visible et b) 3 s aprés exposition aux UV. Extrait de %.

Séparation de phase en solution

Le phénomene de séparation de phase résultant de I’évaporation de solvant est également
employé en solution sans la présence d’émulsion, pour jouer le role de gabarit. Higuchi et al,
décrivent la préparation de particules a partir d’un mélange de deux homopolymeres : le PS et le
polyisopréne (P1).2” Ces deux polyméres sont dissouts dans le THF, puis de Ieau est ajoutée a la
solution. Le passage en mauvais solvant par évaporation du THF va provoquer la précipitation
des polymeéres qui sont incompatibles. De cette maniere, les nanoparticules obtenues sont
sphériques et composées de deux hémispheres de composition différente. La composition du
mélange initial fixe la taille de chaque hémisphére des particules.

1.3. Obtention de particules Janus par confinement de fluides

Les propriétés d’écoulement de fluides dans des canaux micrométriques peuvent étre
mises a profit pour la préparation de particules Janus originales. Ces deux techniques offrent
I’opportunité de préparer des particules Janus qui possedent des formes et des compositions

chimiques tres variées.
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Technique de co-jetting électrodynamique

Des travaux pionniers réalisés par Roh et al décrivent la synthese de particules Janus par
co-jetting électrodynamique de deux solutions de polymeéres non miscibles.”® Cette technique
consiste a injecter les solutions de polymeéres dans deux capillaires paralleles, qui débouchent
tous deux dans une aiguille. L application d’un champ électrique élevé, entre I’aiguille et un
substrat sur lequel sont récupérées les particules, permet I’expulsion des deux fluides sous la
forme de particules Janus micrométriques. Lors de I’expulsion de la solution, le solvant s’évapore
provoquant ainsi la précipitation des polymeres. La forme des particules ainsi obtenues peut étre
sphérique ou cylindrique en fonction du champ appliqué, du débit d’injection des solutions de
polymeres, ainsi que de leur viscosité et de leur conductivité. De nombreuses combinaisons de
polymeres non miscibles sont possibles. Les auteurs ont également incorporé des fluorophores et
des nanocristaux d’or ou d’oxydes métalliques.”>' Ainsi le caractére Janus des particules est
observable par les différentes techniques de microscopie.

Synthese par voie microfluidique

La microfluidique est un trés bon outil, qui offre la possibilit¢ de synthétiser des
particules Janus monodisperses, dont la taille est comprise entre 5 et 100 um avec un bon
contrble de la morphologie et de la composition chimique de chaque hémisphére.**3*, L’équipe
de Higuchi est la premiere a rapporter la préparation de particules Janus par voie microfluidique.

Ces particules sont bicolores : I’un des hémisphéres est noir et I’autre transparent.*

Par la suite I’équipe de Kumacheva rapporte également la synthése de particules Janus par
photopolymérisation de gouttes formées par émulsification de solutions de monoméres.*® Ces
travaux mettent en évidence que le débit des solutions de monomere permet de contréler la taille
de chague hémisphére qui compose la particule Janus. De plus, la modification de la puce
microfluidique (ajout d’un canal arrivant a la jonction), permet d’ajouter une phase
supplémentaire pour former des particules composées de trois phases appelées particules ternaires
(cf Figure 1V. 6).
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UV Source

Figure IV. 6 : Schéma du dispositif microfluidique utilisé pour la synthése de particules ternaires. M1 et M2 sont les solutions de
monomeére dispersé dans de I’eau W. Extrait de *,

Cette technique est également utilisée pour la préparation de particules Janus stimulables. Ces
travaux sont menés par I’équipe de Weitz qui tire également profit des jonctions de microcanaux

839 qui seront ensuite

pour former des gouttes biphasiques, de monoméres®’ ou de polymeéres,
réticulées par exposition aux rayonnements UV. Par cette méthode, les auteurs ont réussi a
préparer des microgels Janus de poly(NIPAM), dont chaque hémisphére posséde des propriétés
spectroscopiques différentes. Pour cela, ils utilisent des solutions de polymeres linéaires qui sont
fonctionnalisés avec différents fluorophores. Ces différentes études leur ont permis de mettre en
évidence que le débit de chaque phase et la mouillabilité des microcanaux par les solutions

injectées sont des paramétres qui influent sur la structure et la morphologie des particules.**
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Figure IV. 7 : Caractérisation de microgels Janus thermosensibles de morphologies différentes. Les images des microgels
observés avec un microscope confocal mettent en évidence la différence de morphologie lorsque les débits sont faibles(en haut)
ou élevés (en bas) ainsi que la transition entre un état gonflé (a gauche) et un état contracté (a droite). Les barres d’échelle
représentent 100 um. Le graphe représente I’évolution du diametre hydrodynamique en fonction de la température pour les deux
morphologies. Adapté de *%.
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l.4. Obtention de particules Janus par auto-assemblage

Les particules Janus polymériques peuvent également étre obtenues par auto-assemblage
de copolymeres a blocs en solution. En regle générale, les copolymeres triblocs de type A-B-C
sont les plus utilisés pour la fabrication de particules Janus. Aprés assemblage sous forme de
micelles, la phase centrale constituée de blocs B, peut étre figée par réticulation, alors que les
blocs A et C pointent dans des directions opposées. Les premiers travaux rapportant la
préparation de micelles Janus sont ceux de I’équipe de Miiller.* Le bloc central de micelles
formées par des copolymeéres de PS-polybutadiéne(PB)-PMMA est réticulé afin de maintenir la
structure. En fonction de la longueur de chaque bloc, différentes morphologies de particules
Janus peuvent étre préparées, comme par exemple des spheres, des cylindres ou encore des
disques.** Par la suite, I’auto-assemblage de polymeéres diblocs ou triblocs est également utilisé
par de nombreuses autres équipes. “** Les micelles Janus qui en découlent, conservent leur

4649 ou de liaisons covalentes entre les

structure grace a la présence d’interactions électrostatiques,
polyméres.>®>® L’avantage de cette technique est qu’elle permet de produire des particules de
morphologie différente avec une trés faible distribution en taille et dont le diametre est de
quelques centaines de nanometres. Cependant, la production en grande quantité est difficile, car
I’auto-organisation de copolymeres a blocs nécessite souvent de travailler dans des conditions de

concentrations tres faibles.**

Parmi ces travaux, une seule équipe rapporte la préparation de micelles stimulables. Ces derniéres
sont réticulées physiquement par le biais d’interactions électrostatiques.”® Elles sont obtenues par
auto-assemblage de deux types de copolymeres, I’'un composé de polyéthyléne glycol et de
poly(4-vinylpyridine) et le second de poly(NIPAM) et de poly(4-vinylpyridine). Les blocs
constitués de vinylpyridine forment un cceur réticulé par des ions sulfates divalents alors que les
blocs de PEG et de poly(NIPAM) pointent vers I’extérieur. Les auteurs ont réussi a mettre en
évidence que dans certaines conditions, il est possible d’obtenir des micelles Janus dont le
diametre est inférieur a 100 nm, car une séparation de phase a lieu entre le PEG et le
poly(NIPAM) (cf Figure IV. 8). L’augmentation de la température provoque la précipitation du
poly(NIPAM), la particule est alors composée d’une zone hydrophile (PEG) et d’une zone
hydrophobe (poly(NIPAM)), ce qui est a I’origine d’une auto-organisation (cf Figure 1V. 8).
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Heaing _c>ame_

Janus micelle
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Figure IV. 8 : Schéma illustrant la formation de particules Janus et leur auto-organisation. Adapté de *.

1.5. Conclusion de I’étude bibliographique

A I’heure actuelle, peu de travaux rapportent la synthése et la caractérisation de microgels
Janus stimulables. Depuis les travaux de Kawaguchi en 2007 qui ne présentent que peu de
microgels Janus et dont la caractérisation est peu poussée,™ trés peu d’études ont été menées sur
ce sujet en dehors de la voie microfluidique. Cette derniere, ne permet ni la synthése de
matériaux de taille inférieure a une centaine de microns, ni la production de particules en grandes
quantités. Dans notre technique, nous allons nous servir de la grande quantité d’interface
disponible dans les émulsions pour dissymétriser un grand nombre de microgels. Grace a
I’expertise du groupe sur la stabilisation d’émulsions par des microgels et les travaux effectués
dans le chapitre précédent, nous connaissons plusieurs facteurs qui permettent d’organiser les
microgels a I’interface sous forme comprimée ou étendue. Nous souhaitons utiliser ces

connaissances pour maitriser la fonctionnalisation des microgels a I’interface.

ll. Stratégie de synthése de microgels Janus et protocole expérimental

I.1. Stratégie de synthése

L’objectif de ces travaux est de préparer des microgels Janus, dont chaque hémisphere
présente un état de gonflement différent et est capable de répondre a un stimulus différent. Nous
souhaitons en particulier développer des microgels dont uniquement I'un des hémisphéres est
sensible au glucose. Cette sensibilité sera donnée par I’acide phénylboronique, qui apporte

également un caractere hydrophobe.
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Le principe de la méthode est le suivant : des microgels fonctionnalisables sont adsorbés a la
surface de gouttes d’huile. La modification chimique du microgel est obtenue par greffage d’un
agent hydrosoluble dans la phase aqueuse par une des voies de couplage les plus utilisées dans
I’eau est le couplage peptidique, entre une amine primaire et un acide carboxylique en présence

d’un agent de couplage.

Dans le but de favoriser I’exposition des microgels avec la phase continue il est nécessaire de
limiter le pontage des gouttes d’huile (¢émulsions floculées). Ainsi, nous choisissons de limiter le
pontage en jouant sur la quantité de réticulant des microgels conformément a ce qui est décrit
dans le chapitre IIl. Ainsi, les microgels faiblement réticulés dont la structure est composée
d’acides carboxyliques, seront adsorbés a I’interface eau-huile, puis des dérivés porteurs d’une
fonction amine seront introduits dans la phase aqueuse pour étre greffés sur le microgel. Le

schéma général est résumé sur la Figure 1V. 9.

Réaction

Figure IV. 9 : Schéma général de la fonctionnalisation des microgels a I’interface eau-huile.

Trois modéles de greffons seront introduits. Dans le premier cas, R sera un motif fluorescent, afin
de visualiser la structure interne des microgels par imagerie de fluorescence. Dans le second cas,
il s’agira d’un acide phénylboronique afin de générer la sensibilité au glucose. A noter que
I’introduction d’acide phénylboronique permet également d’apporter une contribution
hydrophobe, ce qui permettra de différencier I’état de gonflement entre I’hémisphére porteur de
groupements acides carboxyliques, plutét hydrophiles, et I’hémisphére porteur de motifs acide

-210 -



Chapitre IV : Fonctionnalisation des microgels aux interfaces : vers des microgels Janus

phénylboroniques, plutdt hydrophobe. Le troisieme greffon permettra d’introduire des motifs
amines, de maniére analogue aux travaux réalisés par Kawaguchi,** dans I’optique de visualiser
I’auto-assemblage des microgels induit par les interactions électrostatiques. Les structures
chimiques des trois greffons sont présentées Figure V. 10.

H,oN
HoN
o} \/\NHZ
B
O O HO” " “OH
HO O OH
Fluorescéinamine Acide 3-aminophénviboroniaue Ethvlénediamine

Figure IV. 10 : Structures chimiques des trois greffons utilisés pour les fonctionnalisations.

Afin de pouvoir caractériser les microgels par des techniques complémentaires, différentes
morphologies de précurseurs seront utilisées. Les microgels obtenus par voie classique auront un
diametre en solution de I’ordre du micrométre. Du fait de leur petite taille et de leur faible
contraste d’indice, ils sont souvent difficiles a caractériser. D’autres microgels plus gros seront
également étudiés. La méthode de synthése utilisée pour la préparation de microgels plus gros
nous permet de faire facilement varier la structure interne des microgels. Nous avons donc choisi
d’étudier en paralléle deux types de structures (microgels cceur-écorce et des capsules) qui sont
représentées sur la Figure IV. 11.

GOOH COOH
COOH HoOC HooC
HOOC ,_#o0h COOH COOH oo CQoH oo
COOH 00
HoOC
COOH COOH COOH
GROoH N HooC HooC
coor COOH COOH
H COOH /€00
00c COOH
HOOC_\, ) COOH HOOC COOH
cooH COOH cOOH/ COOH cooH’ / COOH
COOH COOH COOH COGH
Microgels « classiques » Microgels MmP10x Microgels MmC10x

Figure IV. 11 : Schéma des différentes structures de microgels synthétisés.
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I.2. Protocole expérimental

I1.2.1. Synthese des microgels

Comme pour les études précédentes, les microgels sont préparés par polymérisation
radicalaire par précipitation d’une triade de monomeres qui sont: le NIPAM, le BIS et I’acide
acrylique (AAc). La structure chimique de la matrice polymeére des microgels est

présentée Figure 1V. 12.

y
):O o

éH | CH
H3C/ “CH; CII-|2
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o
—{CH,—CH-)

Figure IV. 12 : Structure chimique des microgels.

Lors de la synthése la concentration totale en monomeére est de 70 mM. Le pourcentage molaire x
de réticulant BIS est gardé constant et égal a 0,5 %mol. On introduit un pourcentage molaire y de
AAC qui est égal a 10 %mol. La réaction est amorcée par décomposition thermique du persulfate
de potassium (1,5 mM) noté KPS, qui produit des radicaux chargés négativement. Ceux-ci sont
choisis pour leur charge qui est de méme signe que les ions carboxylates que I’on souhaite
introduire par copolymérisation. L’ensemble des monomeres est alors dissout dans I’eau
désionisée. Apres filtration, la solution est chauffée et dégazée pendant 1 h avant amorgage. La
polymeérisation se poursuit sous agitation et bullage d’azote pendant au moins 6 h. Afin
d’éliminer les résidus de synthese, comme les polymeres linéaires hydrosolubles, les microgels
sont purifiés par centrifugation. La solution de synthése est récupérée puis centrifugée a 14 000
tr/min pendant 30 minutes a 25 °C. Apres la centrifugation les microgels forment un culot au
fond du tube et les polyméres linéaires restent en solution dans le surnageant qui est retiré pour
étre remplacé par de I’eau désionisée. Les microgels sont alors redispersés dans I’eau a I’aide
d’un vortex. Ce cycle de centrifugation redispersion est répété 4 fois. Ces microgels seront

qualifiés de « classiques » dans la suite du manuscrit.
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La synthese de microgels, dont le diametre est de plusieurs pm, est réalisée suivant le protocole
de I'équipe de Ngai.® Les particules sont préparées par polymérisation radicalaire ol la
température n’est pas constante, mais augmente progressivement au cours de la synthése. Le
monomere de NIPAM (0,6 g) est dissout dans 50 mL d’eau désionisée, en présence ou non de
BIS. Pour obtenir des microgels cceur-écorce nous avons ajouté au NIPAM 0,008 g de BIS alors
que pour obtenir des microgels « creux » la synthése ne contient pas de BIS. Dans les deux cas,
la solution de monomeéres est préchauffée a 40 °C pendant le dégazage par bullage d’azote de 1h.
Ensuite, I’amorceur est également dissout dans I’eau pure et dégazé pendant 10 min avant d’étre
ajouté a la solution de monomeres pour démarrer la polymérisation. A cet instant, la température
est programmeée pour augmenter de 5 °C toutes les 15 min de 40 °C a 60 °C. Un volume de 10
mL d’une solution contenant 0,6 g de NIPAM, le BIS et 0,08 g d’AAc est ajouté dans le réacteur
a la fin de la rampe en température, a un débit de 0,2 mL par minute avec un pousse seringue. Le
pourcentage molaire dans I’écorce y d’AAc est fixé a 15 %mol alors que le pourcentage x de BIS
varie en fonction des échantillons préparés. Une fois I’ajout terminé, on laisse la polymérisation
se poursuivre pendant 1 h a 60 °C. Apres refroidissement du mélange réactionnel, les microgels
sont purifiés par centrifugation a 8 000 tr/min pendant 30 min a 25 °c. 4 cycles de centrifugation-
redispersion sont effectués. Les microgels issus de cette synthése sont notés en fonction de leur
morphologie et de leur teneur en BIS. Les microgels cceur-écorce sont identifiés de la maniere
suivante : MmP10x pour microgels micrométriques pleins (MmP) suivi de la teneur en BIS
multipliée par 10. Les microgels creux sont quant a eux notés: MmC10x pour microgels
micrométrique creux (MmC) suivi de la teneur en BIS multipliée par 10.

I1.2.2. Caractérisation des microgels

Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

Les diametres et les PDI des microgels sont déterminés a I’aide d’un Zetasizer Nano S-90
(Malvern Instruments) doté d’un laser HeNe et d’un systéme de détection a 6 = 90°. Les mesures
sont réalisées a la température souhaitée sur des solutions de microgels diluées (de 0,01 g/L a
0,05 g/L de polymeéres). Les données sont traitées par le logiciel fourni avec I’appareil. Les
microgels micrométriques ne peuvent pas étre caractérisés par DLS car leur diamétre est trop

important pour cette technique.
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Zetamétrie

La présence de charges a la surface de particules colloidales dispersées en milieu polaire
est a I’origine de la formation d’une double couche électrique. Cette derniére est constituée de la
couche de Stern (contre-ions adsorbés a la surface de I’objet) et d’un cortége diffus d’ions attirés
par la charge de surface. Lorsque la particule est en mouvement, elle entraine une couche
adjacente de liquide dont la limite extérieure est appelée plan de glissement. Dans le cas d’une
particule solide, les charges sont situées uniquement a la surface de I’objet. Ainsi le potentiel
z€ta, noté ¢, rend compte de I’état de charge de la double couche électrique comprise entre la
surface de la particule et le plan de glissement. En ce qui concerne les microgels, ou autres
colloides poreux, les charges sont présentes non seulement a la surface mais également dans le
volume des particules. Un flux d’ion peux ainsi circuler dans le colloide lorsque un champ
électrique est appliqué (flux électroosmotique). Ohshima a développé un modele mathématique
qui permet d’obtenir, a partir de la mesure de la mobilité électrophorétique en fonction de la force
ionique du milieu, des information sur la répartition des charges dans les particules ainsi que sur

la perméabilité des gels.”®

Dans notre étude un champ électrique est appliqué a la cellule contenant I’échantillon pour
mettre les microgels chargés en mouvement. La vitesse de déplacement des particules est
mesurée par effet Doppler. Les fluctuations d’intensité lumineuse sont analysées par le logiciel de
I’appareil pour en extraire les données caractéristiques. Dans ce manuscrit, les mobilités
électrophorétiques des microgels seront présentées. Les mesures sont réalisées a 25 °C sur
Zetasizer Nano ZS équipé d’un laser HeNe et d’un systeme de détection a © = 173 °, sur des
échantillons de microgels dilués (de 0,01 g/L a 0,05 g/L de polymeres) avec un tampon
phosphate 4 mM a différents pH.

Microscopie optigue

Les clichés de microscopie optique ont été obtenus sur un microscope Zeiss Axiovert X1000
équipé d’une caméra Axio Vision. Les échantillons de microgels sont déposés sur une lame et
recouverts d’une lamelle dans le but de les observer avec un objectif x100 a immersion. Par cette
technique nous pouvons estimer le diametre des microgels micrométriques, visualiser la

dissymétrie par fluorescence pour tous les échantillons, et observer la forme ainsi que
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I’assemblage des microgels fonctionnalisés. Le diamétre des microgels micrométriques est une

moyenne de 100 valeurs mesurées a partir des clichés enregistrés.

Microscopie électronique a transmission (TEM)

Le TEM permet d’observer les microgels dans leur état sec, par détection des électrons du
faisceau primaire qui passent a travers I’échantillon. La structure des microgels est visualisée sur
un microscope FEI Tecnai 12 biotwin (120 kV). Pour ce faire, 20 pl de suspension de microgels
est déposée sur une grille de cuivre recouverte d’un film de carbone (maillage : 200 Mesh). Le
dép6t est ensuite absorbé par dessous avec du papier filtre. L observation des microgels nécessite
I’ajout d’un agent de contraste électronique pour marquer les particules. L’acétate d’uranyle
acidifié a 0,5% est utilisé, par dép6t de 10 ul sur la grille qui est ensuite également adsorbé par
dessous.

11.2.3. Etude du comportement a I'interface eau-huile

Fabrication des émulsions

Les émulsions sont fabriquées avec le méme Ultra-Turrax présenté dans le chapitre 11l
partie 11.1.2 mais selon le protocole suivant: 8 mL d’une solution aqueuse de microgels
contenant 0,07 % massique est placée dans un vial en verre. Cette concentration est choisie, car
elle permet d’adsorber le plus grand nombre de microgels a I’interface, tout en restant dans le
domaine de coalescence limitée. 3 mL d’hexadécane ou de dodécane sont alors ajoutés dans le
méme vial que la solution aqueuse. Ce dernier est placé pendant 1h dans une étuve a 25 °C (ou 50
°C pour les études en température) avant d’étre agité avec I’Ultra-Turrax (axe S25 N-10G)
pendant 30 s & la vitesse de 8 000 tr/min (taux de cisaillement : 9.10% s™) ou 13 500 tr/min (taux
de cisaillement : 15.10° s™).

Microscopie optique

La microscopique optique est une technique qui nous permet la caractérisation des
microgels en solution mais également des émulsions de Pickering. Dans le cas des émulsions,
nous pouvons évaluer la taille des gouttes, observer leur forme, estimer la dispersion de taille et

déterminer I’état d’agrégation. Les observations microscopiques sont effectuées avec un
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microscope droit Zeiss Axiovert X1000 équipé d’une caméra vidéo Axio Vision pour la prise
d’images. Pour I’observation des émulsions, un échantillon est prélevé puis déposé sur une lame

en verre.

Microscopie confocale

La microscopie confocale permet de visualiser des « tranches » de I’échantillon en ne
collectant que la lumiére provenant d’un seul plan focal de I’échantillon et en excluant celle
provenant du reste du volume. Un fluorochrome est tout d’abord ajouté a I'échantillon. Cette
molécule éclairée a sa longueur d'onde d'excitation a I’aide d’une source laser cohérente réémet
un rayonnement. Le microscope et I’optique du module de scan focalise la lumiére émise par le
point focal vers un second, appelé point confocal. Un diaphragme d’ouverture variable (« pinhole
») localisé au point confocal permet de trier le rayonnement en direction du détecteur : seule la
lumiere émise par le point focal est détectée. Une succession de coupes en Z de I’échantillon peut
étre obtenue permettant ainsi la reconstruction 3D de I’échantillon. Les observations sont
effectuées sur un microscope Leica TCS-SP5 équipé d’un laser a argon et d’un objectif 100 X a

immersion. Les échantillons de microgels sont analysés entre lame et lamelle.

Microscopie Electroniqgue a balayage a froid (Cryo-MEB)

Les analyses de cryo-MEB, effectuées sur un JEOL 6700FEG, permettent d’observer
I’arrangement des particules a I’interface. Grace a cette technique a forte résolution, il est
possible d’imager directement I’interface des émulsions. Un échantillon de ces derniéres est tout
d’abord placé sur le porte-échantillon, puis rapidement congelé par une trempe dans de I’azote
liquide. L’huile utilisée pour ces expériences est du dodécane, car sa température de fusion est
basse (-9,6 °C), ce qui permet d’éviter la cristallisation de I’huile lors de la trempe. Il est ensuite
transféré sous vide dans une chambre de préparation ou le porte échantillon est maintenu a -150
°C sous un vide de 10®° Pa. C’est dans la chambre de préparation que I’on peut fracturer
I’échantillon avec une lame. Dans certains cas, la température de la chambre est élevée a -95 °C
pendant 5 minutes avant d’étre a nouveau abaissée a -150 °C, dans le but de sublimer une partie
de I’huile et de I’eau. L’échantillon est ensuite métallisé avec un alliage or-palladium sous flux
d’argon. Il est ensuite introduit dans la chambre d’observation du microscope sur une platine, elle
aussi refroidie a -150 °C.
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I1.2.4. Fonctionnalisation des microgels

La réaction de couplage entre une amine et un acide peut étre catalysée par le 1-éthyl-3-
(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) en solution aqueuse (cf Figure IV. 13). Dans
certains cas, nous ferons le choix d’utiliser un agent de couplage insoluble dans I’eau mais
soluble dans I’huile, le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (cf Figure IV. 13).

/
N
ﬁf \ ¢ \> </ )
N=C=N
_/ N=C=N

EDC DCC

Figure IV. 13 : Structures chimiques de I’'EDC et du DCC.

Couplage des microgels en solution

Le couplage est d’abord réalisé en solution aqueuse sur les microgels « classiques ». 600
ul de solution de microgels (soit 3,2 mg de microgels) sont ajoutés a la quantité d’APBA dans un
vial en verre. Cette derniére est calculée par rapport au nombre de fonctions COOH contenues
dans les 600 pl de la solution de microgels (soit 2,9.10° moles de COOH). Les quantités d’APBA

et d’EDC utilisées sont répertoriées dans le Tableau IV. 1.

Tableau IV. 1 : Tableau récapitulatif des quantités d’APBA et d’EDC utilisées pour la fonctionnalisation en volume

) Masse d’APBA Masse EDC
Echantillon
(mg) (mg)
NiAACA4E4 2 2.1
NiAACA4ES 2 472
NiAACASES 41 472
NiAACA8SE16 41 84
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Le pH de la solution est ajusté a 6 avec une solution de soude a 0,1 M. La quantité d’agent de
couplage (EDC), également calculée par rapport au nombre de fonctions COOH, est dissoute
dans 400 pl d’eau désionisée. La réaction débute lorsque les deux solutions sont mélangées et se
poursuit pendant 2 h sous agitation mécanique. Ensuite les microgels sont purifiés en réalisant 4

cycles de centrifugation-redispersion a 13 000 tr/min pendant 15 min.

Couplage des microgels a I’interface

La méme procédure est appliquée apres adsorption des microgels a I’interface eau-huile, en
substituant la phase aqueuse de I’émulsion par une phase aqueuse contenant les mémes
proportions de réactifs que pour le protocole en solution. Les étapes principales de la

fonctionnalisation sont représentées sur la Figure 1V. 14,

Purification
Emulsification Fonctionnalisation  Redispersion dans I'eau

Figure IV. 14 : Schéma représentatif des différentes étapes clefs de la fonctionnalisation des microgels a I’interface d’une
émulsion de Pickering.

Lorsque les fonctionnalisations sont réalisées avec le DCC, avant émulsification un faible
volume d’hexadécane est remplacé par le volume désiré de DCC solubilisé dans le toluéne. Une
fois les émulsions préparées et stockées pendant 24 h a 25 °C, pour s’assurer que le processus de
coalescence limité soit terming, la sous phase de I’émulsion est retirée et remplacée par de I’eau
pure. Cette opération est renouvelée 3 fois dans le but d’éliminer les éventuels microgels qui ne
seraient pas adsorbés a I’interface eau-huile. La sous-phase est ensuite remplacée par une solution
aqueuse de 8 mL dans laquelle sont dissouts les réactifs aminés et dont le pH est ajusté a 6 avec
une solution de soude 0,1 M. La fluorescéineamine, n’étant pas soluble dans I’eau, est au

préalable solubilisée dans 0,5 mL d’éthanol pur a 99 %. Les quantités de greffon et d’agent de
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couplage utilisées pour chaque fonctionnalisation sont répertoriées dans le Tableau IV. 2. Aprés 2
h de réaction, sous faible agitation mécanique, la réaction est stoppée en remplagant la sous-phase
par de I’eau désionisée. Cette opération est renouvelée 3 fois afin de s’assurer que I’émulsion soit
bien rincée. La derniére sous-phase est remplacée par un minimum d’eau (1 mL). L’émulsion est

ensuite déstabilisée par traitement thermique, en la stockant 15 min a 15 °C, pour cristalliser

I’hexadécane, puis 15 min a 45 °C.

Tableau V. 2 : Tableau récapitulatif des quantités de greffon et d’agent de couplage utilisées pour la
fonctionnalisation & I’interface eau-huile. Les masses sont données pour un volume total de phase aqueuse de 8 mL.
Nombre
Echantillon Greffon ) qubre Agent de couplage d e’quwalent
de microgels  (masse ou volume) d’équivalent de (masse ou volume) d’agent de
9 greffon /COOH couplage
/COOH
. Fluorescéinamine , EDC ,
« Classique » (1.5 mg) 1éq (9.2 mg) 9¢éq
. APBA . EDC ,
« Classique » (3.7 mg) 4 éq (7.6 mg) 8 éq
. APBA . EDC ,
« Classique » (7.4 mg) 8 éq (7.6 mg) 8 éq
Fluorescéineamine , EDC ,
MmC7 (1,5 mg) 0,5¢éq (9.2 mg) 4 éq
Fluorescéineamine , EDC ,
MmC30 (1,5 mg) 0,5€éq (9.2 mg) 4¢q
Fluorescéineamine , EDC ,
MmP10 (1,5 mg) 1éq (9.2 mg) 12 éq
Fluorescéineamine , DCC ,
ey (1,5 mg) U CE (485 ul 20,1 M) Y
Fluorescéineamine , DCC ,
MmC30 (1,5 mg) 0.5¢€q (485 ul 20,1 M) 4ed
Fluorescéineamine , DCC ,
st (1,5 mg) Do (485 ul 20,1 M) L2068
APBA , EDC ,
MmP10 4¢ 4é
(25 mg) | (3 mg) |
APBA , EDC ,
MmP10 (6,2 mg) 10 éq (7.7 mg) 10 éq
ED , EDC ,
MmP10 (160 ul 20,1 M) 4 (3 mg) 4
ED , DCC ,
MMP10 160 ul 20,1 M) 4e (160 ul 20,1 M) 4e
MmC30 ED 4 éq bCC 4 éq

(520 ul 40,1 M)

(520 ul 20,1 M)
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L’opération est répétée autant de fois que nécessaire jusqu’a ce que I’émulsion soit totalement
déstabilisée. La phase huile, qui surnage, est alors retirée. Dans le but de laver les microgels,
15 mL de tétrahydrofuran (THF) sont ajoutés dans le vial en verre. La solution est ensuite
transférée dans un tube de centrifugation en Téflon puis agitée grace a un vortex avant
centrifugation. Les microgels classiques sont centrifugés a 14 000 tr/min et les microgels
micrométriques a 8 000 tr/min pendant 30 min a 25 °C. Le maximum de THF surnageant est
ensuite retiré, puis du THF est de nouveau ajouté. Ce cycle est répété 3 fois afin d’éliminer
complétement I’huile. Les microgels précipités sont ensuite séchés sous vide pendant 12 h, puis
redispersés dans 1 mL d’eau pure pendant 24 h a I’aide d’un vortex. La suspension finale est
stockée a 4 °C jusqu’a utilisation.

IIl. Synthése et caractérisation des microgels

l11.1. Microgels classiques

Apres la synthese et la purification, les microgels de poly(NIPAM-co-AAc) sont caractérisés par
DLS et par TEM dont les résultats sont présentés Figure 1V. 15.

a)
1400 -
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T T T T T
20 30 40 50 60

Température (°C)

Figure IV. 15 : a) Evolution du diamétre hydrodynamique des microgels en fonction de la température dans I’eau pure (pH 6). b)
Image TEM des microgels séchés sur une grille et révélés avec de I’acétate d’uranyle. La barre d’échelle représente 400 nm.
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Nous constatons que le diamétre hydrodynamique des microgels a 25 °C est bien plus
élevé que celui des microgels de poly(NIPAM) neutres étudiés dans le chapitre Ill. La présence
de charges favorise le gonflement des microgels par répulsion électrostatique et pression
osmotique des contre-ions mobiles a I’intérieur du réseau. L’évolution du diameétre en fonction de
la température est également affectée par la présence des charges. Contrairement aux microgels
de poly(NIPAM) neutres, la transition de phase volumique est étendue sur une large gamme de
température. Les charges négatives provoquent non seulement le gonflement des microgels, mais
s’opposent également a leur contraction pour les mémes raisons. Les forces élastiques qui
s’opposent au gonflement sont faibles dans ce cas, puisque les microgels ne contiennent que 0,5
% molaire de réticulant. Cette faible réticulation se traduit, en microscopie électronique par une
structure trés ramifiée de la matrice polymeére (cf Figure V. 15. b).

l11.2. Microgels micrométriques

La composition des solutions ainsi que le diamétre des microgels sont répertoriés dans le Tableau
V. 3.

Tableau 1V. 3: Tableau récapitulatif de la composition des solutions de synthése pour chaque échantillon et du
diameétre mesuré en microscopie optique

. Diameétre
Composition de la 325 °C
Echantillon | solution de germes | Composition de la solution d’écorce DH 6
(cceurs) (um)
% molaire % molaire| % molaire % molaire % molaire
NIPAM BIS NIPAM BIS AAC
MmC7 100 - 84,2 0,7 15 8,4
MmP10 99 1 89 1 10 4,3
MmC30 100 - 89 3 10 2,8

On remarque alors que la variation du taux de réticulation a un impact conséquent sur le diamétre
des matériaux. En effet, lorsque la quantité de BIS dans I’écorce est divisée par 4, le diametre
augmente d’un facteur 3. L’observation de ces matériaux par microscopie optique et par TEM
permet d’apprécier la morphologie des microgels (cf Figure 1V. 16). En effet, pour les microgels

MmC7 et MmC30, on remarque que la périphérie des microgels apparait plus contrasté que le
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centre sur une faible épaisseur, contrairement aux microgels MmP10 qui possédent un cceur tres
contrasté et une écorce qui I’est beaucoup moins. Ces observations sont la preuve que les deux
échantillons MmC ne possédent pas de cceur, alors que les MmP10 ont un cceur trés réticulé et
une écorce qui posséde une réticulation homogene, car elle est préparée en semi-batch. Les
images TEM rendent moins compte de ces structures car les microgels sont séchés et ils
s’effondrent sur eux-mémes.

Figure IV. 16 : Cliché de microscopie optique des microgels a) MmC7, b) MmC30 et ¢) MmP10. Les inserts en haut a gauche
sont des clichés de TEM. Les schémas sur les images rappellent la structure interne des microgels. Les barres d’échelle
représentent 5 um pour la microscopie optique et 2 um pour les images TEM.
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IV. Etude du comportement des microgels a I'interface eau-huile

IV.1. Cas des microgels « classiques »

Le comportement a I’interface eau/huile des microgels classiques a déja été étudié par
notre équipe.”’ Cette étude est réalisée dans le régime de coalescence limitée, c'est-a-dire en
défaut de microgels par rapport a la quantité d’interface créée. Les résultats sont rappelés ci-
dessous. Globalement, les microgels chargés se comportent comme les microgels de
poly(NIPAM) neutres. Des émulsions d’huile dans I’eau, stabilisées par des microgels sont
obtenues par émulsification avec I’Ultra-Turrax. Les gouttes crement sous I’effet de la différence
de densité entre I’huile et I’eau. Dans la plupart des cas, les gouttes sont adhésives, ce qui
engendre une floculation de I’émulsion. Elles sont caractérisées par un angle d’adhésion entre les
gouttes. Selon le taux de cisaillement et le taux de réticulation, il a ét¢ montré que I’adhésion
pouvait étre modulée. Lorsque le taux de réticulation est faible (inférieur a 0,5 % molaire), des
émulsions non floculées (non adhésives) sont obtenues & faible taux de cisaillement (11.10° s™),
alors qu’elles sont adhésives a fort taux de cisaillement (18.10%s™) (cf Figure IV. 17).

Figure 1V. 17 : Photographie (au-dessus) et clichés de microscopie optique (en-dessous) d’émulsions stabilisées par des
microgels classiques contenant 0,5 % molaire de BIS, préparées a) a fort taux de cisaillement (18.10% s) et b) & faible taux de
cisaillement (11.10° ). La barre d’échelle représente 200 um (identique pour les deux images).
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L’analyse de I’organisation des microgels a I’interface eau/huile, établie par cryo-MEB et par
coalescence limitée, révele que la conformation des microgels differe dans ces deux cas: on
passe d’une conformation ou ils sont aplatis (la distance centre a centre est plus grande que le
diamétre hydrodynamique des microgels en solution), a une conformation ou ils sont comprimés
latéralement (la distance centre a centre est plus petite que leur diametre hydrodynamique en

solution) (cf Figure IV. 18). Les microgels chargés s’organisent également suivant un

empilement hexagonal comme les microgels de poly(NIPAM) neutres.

Figure IV. 18 :Clichés de cryo-MEB de gouttes d’émulsions stabilisées par des microgels classiques contenant 0,5 % molaire de
BIS préparées a) a fort taux de cisaillement (18.10° s%)et b) & faible taux de cisaillement (11.10% s). Les barres d’échelle
représentent 2 um.

Lorsque le taux de réticulation est plus élevé (typiquement 2,5 % molaire), il n’a pas été possible
de mettre en évidence une influence de I’énergie d’émulsification sur la conformation des
microgels, car les faibles énergies ne permettent pas d’adsorber ces microgels. Aucune émulsion

formée dans ce cas n’est stable.
Cette étude a permis de comprendre :

- qu’il existe un lien entre conformation des microgels et propriétés macroscopiques de
I‘émulsion. L’homogénéité de la couverture a I’interface, obtenue lorsque les microgels sont
comprimés, permet d’éviter la mise en commun de microgels entre deux interfaces et ainsi

d’éviter les phénoménes de pontage (comme discuté dans le paragraphe 11.3.2 du chapitre 1l1) ;
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- que cette modulation de conformation est obtenue pour des microgels ayant une
cinétique d’adsorption rapide. Les microgels ayant une cinétique d’adsorption lente (taux de
réticulation trop élevé) ne s’adsorbent pas suffisamment vite pour stabiliser une émulsion formée
par des processus d’émulsification douce.

IvV.2. Cas des microgels micrométriques

Les émulsions sont préparées avec un Ultra-Turrax équipé d’un petit axe. Des émulsions
d’huile dans I’eau sont obtenues dans tous les cas. Elles sont stables dans le temps, crément sous
I’effet de la différence de densité entre I’eau et I’huile et sont floculées, quelle que soit la vitesse
d’émulsification ou le lot de microgels utilisé. Cet état d’adhésion permanent n’est pas
surprenant. En effet, les travaux réalisés par I’équipe de V. Schmitt et V. Ravaine sur I’influence
de la taille des microgels ont permis de montrer que I’augmentation de la taille des microgels
favorisait les phénomenes d’adhésion, du fait de I’inhomogénéité de la couche de polymeére a
Iinterface.®® Dans le cas présent, les microgels utilisés sont plus gros que les microgels
« classiques ». Le phénomene d’adhésion est donc naturellement renforcé. L’émulsification a des
taux de cisaillement variables ne permet pas de moduler I’état d’adsorption des microgels,
probablement car leur cinétique d’adsorption est encore plus lente que pour des microgels

« classiques ».

Figure IV. 19 : Photographies des émulsions préparées avec les microgels MmC7 a) & 8 000 tr/min (9.10% s et b) & 13500
tr/min (15.10° s%).

Afin d’aller plus loin dans la connaissance des émulsions stabilisées par ces microgels

micrométriques, I’organisation des microgels a I’interface a été étudiée par cryo-MEB. Les
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microgels sont a une concentration relativement faible de 0,01 % massique, qui permet de se

placer dans des conditions de coalescence limitée.

Figure 1V. 20 : Clichés de cryo-MEB a), c¢) vue du dessus et b),d) vue de profil des microgels a), b) MmC?7 et ¢), d) MmP10 a
I"interface d’émulsions préparées & 13 500 tr/min (15.10° s?) & 25 °C. La concentration initiale de microgels dans la phase
aqueuse est de 0,01 % massique.

Pour les deux échantillons, la vue de dessus des microgels adsorbés montre que les
microgels ne sont pas en contact, mais ceci est lié a la technique de sublimation. Toutefois, les
filaments de polymere restant montrent I’existence de connections qui témoignent d’un contact
initial entre les microgels avant sublimation. Dans les deux cas, les microgels sont organisés
selon un empilement hexagonal. Cependant, on observe la présence de plusieurs défauts causés

par I’hétérogénéité de taille. Pour les microgels MmC7, les objets sont tellement gros qu’il n’est
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pas possible d’en observer un grand nombre par goutte. Cependant, on voit bien que les
microgels épousent la forme de la goutte. Ils sont déformés sous forme de disque plat comme en
témoigne la vue de profil (cf Figure IV. 20. b). Leur faible nombre et I’hétérogénéité de leur
distribution de taille empéchent d’aller plus loin dans I’analyse. La vue de profil des microgels
MmP10 permet de constater que les particules se déforment beaucoup moins que les microgels
creux (cf Figure IV. 20. d). La présence d’un cceur réticulé empéche la structure de s’aplatir
totalement a I’interface. La distance centre a centre (dcc) qui sépare les microgels est estimée a
partir des clichés de cryo-MEB. Le Tableau IV. 4 regroupe les données obtenues par cette étude.

Tableau IV. 4 : Récapitulatif des distances centre-a- centre mesurées a partir des clichés de cryo-MEB.

d.. des émulsions

Diameétre des microgels dcc des émulsions R,
préparees a 50 °C et

Echantillon a 25(“%5)H 6 prepar(eﬁ:;? 25°C refroidies 4 25 °C
(Hm)
MmC7 84 11,2 9,8
MmP10 43 55 Non étudié

Quelle que soit la structure interne des microgels, lorsque les émulsions sont préparées a 25 °C, la
distance centre a centre est supérieure au diametre hydrodynamique des microgels dispersés dans
I’eau pure. Comme les microgels classiques, les particules micrométriques ont également la
capacité a s’adsorber dans une conformation aplatie a I’interface eau-huile. Dans le but de
favoriser la conformation comprimée, un essai d’adsorption des microgels a une température
supérieure a la VPTT a été réalisé, suivi d’une trempe a température ambiante. La distance centre
a centre est de 9,8 um dans ces conditions, ce qui est inférieur a celle obtenue par émulsification
a 25 °C, mais supérieur au diametre hydrodynamique des microgels en solution. La conformation

comprimée des microgels n’a donc pas été atteinte.

Ainsi, les microgels de taille supérieure au micrometre ont également la capacité de s’adsorber et
de se déformer a une interface eau-huile. Les essais de dissymétrisation auront lieu sur ces

microgels aplatis, plus ou moins déformés selon la présence ou non d’un ceeur.
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V. Fonctionnalisation des microgels a I'interface eau-huile

V.1.Etude sur les microgels « classiques »

V.1.1. Mise en évidence de la dissymeétrisation des microgels

Dans le but d’obtenir une preuve visuelle de la dissymétrisation des microgels, nous
avons choisi de les fonctionnaliser avec une molécule fluorescente. Ainsi I’observation des
particules en microscopie a fluorescence (épifluorescence) permettra d’apprécier ou non le
caractere Janus de microgels et de comparer les résultats entre les différentes conformations. Pour
cela nous avons sélectionné une molécule fluorescente qui posséde une amine primaire, la
fluorescéinamine. Les fonctionnalisations des microgels sont alors réalisées a I’interface
d’émulsions préparées a 8 000 tr/min et 13 500 tr/min afin d’étudier les deux conformations
différentes. Contrairement aux particules solides, il n’apparait pas nécessaire de solidifier la
phase huile, car du fait de leur déformation a I’interface et de I’adsorption de multiples segments
de polymeres, la rotation des microgels est peu probable. Les clichés d’épifluorescence sont
présentés Figure IV. 21. Cette technique nous permet de mettre en évidence que la
dissymétrisation des microgels est possible, lorsqu’ils sont adsorbés a la surface de gouttes
d’huile. Les images montrent que les microgels sont entierement fluorescents et que la plupart
d’entre eux posséde une zone ou la fluorescence est plus prononcée (arc de cercle a la périphérie
des microgels). Ces résultats suggérent que la totalité des microgels est accessible par les réactifs
hydrosolubles et qu’une zone est préférentiellement fonctionnalisée. Bien que les microgels
soient fonctionnalisés dans deux conformations différentes, la morphologie des particules semble
identique. Les principales différences notables entre les deux échantillons sont que les émulsions
floculées (forte énergie) permettent de récupérer une plus grande quantité de microgels et que le
rendement est également bien meilleur. L’estimation de ce dernier est compliquée, car le
photoblanchiment de la fluorescéinamine est trop rapide pour pouvoir capturer des plans larges
de microgels avec un contraste homogene. L’orientation des microgels est également un obstacle,
car la zone la plus fonctionnalisée n’est pas toujours visible. D’aprés nos observations, le
rendement semble élevé, surtout lorsque les émulsions sont préparées avec une forte énergie

d’agitation.
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Figure IV. 21 : Images de microscopie a fluorescence de microgels « classiques » fonctionnalisés & I'interface d’une émulsion
préparée & 8 000 tr/min (9.10° s™) et b) 13 500 tr/min (15.10° s™). Les barres d’échelle représentent 5 um. Les inserts sont des
zooms sur des microgels dissymétriques. Les barres d’échelle représentent 2 pm.

Gréace a la fluorescence, nous avons pu mettre en évidence que la fonctionnalisation des
microgels adsorbés a I’interface permet I’obtention de microgels Janus. Conformément a ce que
nous pensions, il n’est pas nécessaire de figer la phase huile pour empécher la rotation des
microgels, comme c’est le cas pour la dissymétrisation des particules solides.”'® Cependant cette
méthode ne nous a pas permis d’observer de différence entre les deux conditions de préparation
des émulsions, bien que la conformation des microgels soit différente. L’objectif est a présent de
fonctionnaliser les microgels par cette méthode, mais avec un dérivé de I’acide phénylboronique.

V.1.2. Dissymeétrisation d’hydrophobie des microgels

Nous allons a présent étudier la fonctionnalisation des microgels par le récepteur au
glucose dans le but de concevoir des microgels dissymétriques aussi bien au niveau de la
composition chimique de chaque hémisphére que de leur taux de gonflement. Avant la
fonctionnalisation a I’interface, nous avons effectué des tests en solution afin de déterminer le

taux de gonflement des microgels en fonction des quantités d’acide phénylboronique greffées.
V.1.2.1. Fonctionnalisation des microgels en volume

Plusieurs conditions différentes ont été testées et sont répertoriées, ainsi que les diametres
hydrodynamiques des microgels a 25 °C, dans le Tableau IV. 5.
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Tableau IV. 5 : Tableau récapitulatif des conditions de fonctionnalisation et du diamétre hydrodynamique a 25 °C
dans I’eau pure pour chaque échantillon

Echantillon d’éNqouTvbarlgnt d’él\lqolTVbar'gnt dH* (nr(];)[;; o
d’APBA d’EDC
NIAACA4ES 4 4 (5,9135)
NIAACA4ES 4 8 (5’ ,ﬁ)
NiAACASES 8 8 (g,%)ge)
NiAACASEL6 8 16 (gj%)

*Le diameétre initial des microgels dans les mémes conditions est de 1 200 nm.

On constate que plus la quantité de réactif utilisée pour la fonctionnalisation augmente,
plus le diamétre des microgels diminue a température ambiante. L’introduction de fonctions
phénylboroniques contribue donc a renforcer le caractere hydrophobe des microgels. La
distribution des fonctions PBA dans les microgels peut étre visualisée par épifluorescence, grace
a la complexation de [I’alizarine (ARS) par I’APBA, qui provoque I’apparition d’une
fluorescence, alors que I’ARS non complexé en solution n’est pas fluorescent. Le mécanisme de
ce phénomene est présenté Figure 1V. 22. Lorsque cette molécule n’est pas complexée, la
fluorescence est quenchée par un transfert de proton qui a lieu entre un groupement hydroxyle et
un groupement carbonyle. Une fois complexée, I’alizarine ne possede plus de protons labiles, ce
qui permet I’émission d’un signal de fluorescence et de localiser les dérivés de I’acide
phénylboronique en épifluorescence. Une image d’épifluorescence de chaque échantillon est
présentée Figure 1V. 22.

Transfert de proton Transfert de proton
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Figure IV. 22 : Structure chimique de I’alizarine avant et aprés complexation avec le dérivé de I’acide phénylboronique.
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Les images des microgels observés en épifluorescence sont présentés Figure IV. 23.

Figure IV. 23 : Image de microscopie a fluorescence des microgels a) NiAACA4E4 et b) NIAACABEL6 fonctionnalisés avec
I’APBA et I'EDC. Les microgels sont dispersés dans du PBS 4 mM pH 85 contenant 0,5 mM d’ARS. Les barres d’échelle
représentent 10 pm.

Les clichés de microscopie permettent de mettre en évidence que la fluorescence est localisée
dans les microgels et que la solution n’est pas fluorescente. Ces images permettent donc de
conclure que les acides phénylboroniques ont été greffés avec succes.

L’évolution de la mobilité électrophorétique en fonction du pH a été étudiée pour chaque
échantillon : les résultats sont tracés Figure IV. 24. Lorsque les microgels ne sont pas
fonctionnalisés, la mobilité électrophorétique diminue lorsque le pH augmente a cause de la
déprotonation des fonctions acides carboxyliques. Les échantillons fonctionnalisés, avec le méme
nombre d’équivalent d’APBA et d’EDC, ont une mobilité électrophorétique plus faible (en valeur
absolue) que celle des microgels, ce qui prouve la réussite du greffage de I’APBA neutre pour un
pH inférieur a son pKa (8,5) sur les acides carboxyliques chargés. Lorsque les microgels sont
fonctionnalisés avec un exces d’EDC par rapport au réactif aminé, la mobilité est positive a pH
acide et devient a nouveau négative pour un pH compris entre 5 et 6. Ce comportement peut
s’expliquer par la présence d’acides carboxyliques activés par I’agent de couplage qui est chargé
positivement. A pH acide, lorsque les acides sont protonés, le caractére cationique de I’agent de
couplage domine. Lorsque I’amine tertiaire de I’EDC se déprotone (augmentation du pH), les

microgels retrouvent leur caractére anionique.
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Figure IV. 24 : Evolution a) du diamétre hydrodynamique des microgels en fonction de la température dans I’eau pure et b) de la
mobilité électrophorétique en fonction du pH pour les différents échantillons de microgels.

L’évolution du diametre en fonction de la température est étudiée afin d’identifier les
températures de transition de phase de chaque échantillon. La quantité d’APBA introduite lors de
la fonctionnalisation est responsable d’une diminution de la VPTT. Ceci indique une
augmentation de I’hydrophobie de la matrice, liée a une augmentation de greffons d’acide
phénylboronique. Ainsi, indirectement, cette étude nous permet de conclure que la quantité
d’APBA greffée sur la matrice augmente quand le nombre d’équivalents passe de 4 a 8. La
fonctionnalisation totale des groupes COOH n’est donc pas atteinte. Pour la méme quantité
d’APBA, lorsque I’on double la quantité d’EDC, la transition de phase est plus basse. Ceci peut
étre attribué soit a un meilleur greffage de I’APBA, soit a un effet polyampholyte, qui
proviendrait du greffage de I’agent de couplage lui-méme, lorsque celui-ci est en exces. Des lors
que les microgels sont fonctionnalisés avec 4 équivalents d’APBA, ils sont contractés a
température ambiante, ce qui est recherché pour la suite

V.1.2.2. Fonctionnalisation des microgels « classiques » a I'interface

La fonctionnalisation des microgels par I’APBA est a présent réalisée a I’interface
d’émulsions de Pickering. Ces derniéres sont préparées dans le régime de coalescence limitée.
Ainsi tous les microgels mis en solution sont adsorbés a I’interface eau/huile. De cette maniere,

nous pouvons estimer la quantité de groupement COOH et calculer les quantités d’APBA et
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d’EDC nécessaire pour la fonctionnalisation. Deux conditions différentes qui permettent de
greffer suffisament d’APBA pour synthétiser un microgel dont la VPTT est inférieure a la
température ambiante ont été testées: 4 ou 8 équilvalents d’APBA et 8 équivalents d’EDC.
Chacune de ces conditions de fonctionnalisation a été utilisée pour des émulsions préparées a
deux taux de cisaillement différents. Les conditions de préparation sont résumées dans le Tableau
V. 6.

Tableau IV. 6 : Tableau récapitulatif des conditions de fonctionnalisation de chaque échantillon.

Nombre Nombre Vitesse
Echantillon d’équivalents d’équivalents d’émulsification
d’APBA d’EDC (tours/min)
EmA4E8-8000 4 8 8 000
EmA4ES-13500 4 8 13500
EmAB8ES-8000 8 8 8 000
EmABES-13500 8 8 13500

Lorsque les émulsions sont préparées a 8 000 tr/min, elles se déstabilisent totalement lors
de la fonctionnalisation, alors qu’elles sont beaucoup plus stables lorsqu’elles sont préparées a
13500 tr/min. La déstabilisation des émulsions signifie que les propriétés mécaniques des
interfaces subissent une évolution pendant I’étape de fonctionnalisation, soit par une évolution de
I’élasticité, soit par une désorption des microgels. Cette évolution peut s’expliquer par la
contraction des microgels provoquée par la fonctionnalisation avec I’APBA.
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Figure IV. 25 : Image de microscopie a fluorescence de microgels « classiques » fonctionnalisés a), b) avec 4 équivalents
d’APBA et équivalents d’EDC ou c), d) avec 8 équivalents d’APBA et 8 équivalents d’EDC a I’interface d’une émulsion préparée
a 8 000 tr/min (image de gauche) et a 13 500 tr/min (image de droite). Les microgels sont dispersés dans du PBS 4 mM pH 8,5
contenant 0,5 mM d’ARS. Les barres d’échelle représentent 10 um.

D’apres les observations en épifluorescence (cf Figure 1V. 25), on remarque que
I’intégralité des microgels est fonctionnalisée par I’APBA. De plus, pour la plupart des microgels
la fluorescence est homogene au sein d’une méme particule. Uniquement dans I’échantillon
EmABE8-13500 des microgels Janus ont pu étre identifiés et sont présentés Figure V. 26 qui est
un grossissement du cliché présenté Figure IV. 25. d. Cette image permet de mettre en évidence
le caractere dissymétrique des microgels, qui est identique a celui observé avec la
fluorescéinamine. Cependant le nombre de microgels qui possédent cette caractéristique est tres

faible comparé au nombre de microgels observes.
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Figure IV. 26 : Image de microscopie a fluorescence des microgels EmA8E8-13500. La barre d’échelle représente 5 pum.

En ce qui concerne les microgels issus des émulsions préparées a 8 000 tr/min, il n’est pas
surprenant qu’ils soient tous homogeénes, car lorsque I’émulsion se déstabilise, les microgels
retournent en phase aqueuse, la ou la globalité de la matrice peut étre fonctionnalisée. Il est
également difficile de distinguer une dissymétrie, car le diamétre des microgels fonctionnalisés
est faible. Ce probléme, lié a la taille, est peut-étre la raison pour laquelle nous n’observons pas
de microgels Janus dans I’échantillon EmAE8-13500, alors qu’une grande partie de I’émulsion
n’est pas déstabilisée.

Ces premiéres études ont permis de mettre en évidence que la préparation de microgels
Janus est possible a I'interface des émulsions de Pickering. Une fois la preuve de ce concept
établie avec la molécule fluorescente, les microgels sont fonctionnalisés avec les dérivés de
I’acide phénylboronique. Cette seconde série d’expériences a permis de montrer que les
microgels ont tendance a se désorber de I’interface lorsqu’ils sont fonctionnalisés par I’APBA et
ce d’autant plus que I’émulsion est fragile. L’émulsion préparée a 13 500 tr/min s’est montrée
plus résistante face a cette désorption. Ces derniéres analyses ont également révélé le probleme
de la caractérisation des objets formés, ceux-ci étant trop petits pour é&tre analysés par
microscopie optique. Ainsi nous avons choisi de poursuivre nos travaux avec des microgels dont

le diametre est plus grand, pour faciliter I’observation par microscopie optigue.
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V.2.Etude sur les microgels micrométriques

V.2.1. Mise en évidence de la dissymeétrisation des microgels

Dans cette partie, les microgels micrométriques sont fonctionnalisés a I’interface eau-
huile avec la molécule fluorescente. Les résultats de la fonctionnalisation seront présentés pour
les différentes structures de microgels, puis nous utiliserons un agent de couplage soluble dans la
phase huile pour remplacer celui hydrosoluble, dans le but d’obtenir des particules
dissymétriques différentes.

V.2.1.1. Comparaison entre différentes structures

Les microgels micrométrigues MmC7, MmC30 et MmP10 sont adsorbés a I’interface
eau-huile, avec une forte énergie (13500 tr/min), avant d’étre fonctionnalisés avec le
fluorescéinamine et I’EDC. Les particules sont par la suite étudiées en épifluorescence afin
d’identifier si elles sont dissymétriques ou non. Les clichés sont présentés Figure IV. 27. Apres
fonctionnalisation, les microgels sont visibles en épifluorescence, ce qui prouve que la
fonctionnalisation a bien eu lieu. Dans les trois cas, seules les écorces sont fluorescentes, car c’est
Ia ou sont localisés les acides carboxyliques. En fonction de I’échantillon utilisé, nous constatons
que les résultats sont différents. En effet, avec les microgels MmC7 (Figure 1V. 27. a) la
fluorescence est relativement homogene sur I’ensemble de I’écorce et certains microgels sont tres
déformés, alors qu’avec les microgels MmP10 (Figure IV. 27. c), on distingue trés bien une
différence d’intensité de fluorescence au sein des microgels qui ont conservé leur forme
sphérique. Ces derniers ressemblent beaucoup aux petits microgels Janus préparés précédemment
et confirment la possibilité de dissymétriser les microgels, tout en confirmant la difficulté a
obtenir des structures identiques dans tout I’échantillon.
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Figure IV. 27 : Image de microscopie a fluorescence de microgels a) MmC7, b) MmC30 et ¢) MmP10 fonctionnalisés a
I’interface d’une émulsion préparée a 13 500 tr/min avec une concentration en microgels de 0,07 % massique dans la phase
aqueuse. Les barres d’échelle représentent 10 um. Les inserts rappellent la structure interne des microgels. La partie rouge
représente la zone fonctionnalisée par la fluorescéiamine.

Pour I’échantillon MmC?7, les images ne permettent pas de mettre en évidence avec certitude la
présence de microgels Janus. En effet les microgels qui semblent avoir une inhomogénéité de
fluorescence, sont également trés déformés, il n’est donc pas possible d’en conclure si les
microgels sont dissymétriques ou si I’inhomogénéité est provoquée par leur forme. Afin de
contourner ce probléeme de déformation, nous avons choisi d’augmenter le pourcentage molaire
de BIS dans les microgels pour qu’ils soient plus rigides, et qu’ils conservent leur forme
sphérique apres fonctionnalisation (Figure IV. 27. b). L’analyse en épifluorescence nous permet
de constater que les microgels sont beaucoup moins déformés que ceux de I’échantillon MmC?7.

La fluorescence est homogene sur I’ensemble des écorces des microgels observés. Il en résulte

- 237 -



Chapitre IV : Fonctionnalisation des microgels aux interfaces : vers des microgels Janus

que la fonctionnalisation des microgels creux ne permet pas la préparation de particules Janus.
L’absence de cceur réticulé peut en étre la cause. En effet, dans ces conditions, la diffusion des
espéces chimiques dans la matrice polymere est facilitée. L’hémisphére qui fait alors face a
I’huile est moins bien protégé, provoquant ainsi une fonctionnalisation homogene. Afin de
bloquer la diffusion des réactifs et de favoriser la fonctionnalisation de la surface des objets, nous
avons préparé les émulsions a une température ou les microgels sont contractés. L’observation
des microgels fonctionnalisés dans ces conditions n’a pas permis de mettre en évidence la
présence de particules Janus. La solidification de I’huile n’a également pas permis la préparation
de microgels dissymétriques.

Dans cette partie nous avons pu mettre en évidence que la préparation de microgels Janus est
également possible avec des microgels dont le diamétre est de plusieurs um. En revanche, la
fonctionnalisation, avec des réactifs hydrosolubles, a I’interface eau/huile de microgels
dépourvus de cceur réticulé n’est pas adéquate pour la dissymétrisation.,

V.2.1.2.Fonctionnalisation avec un agent de couplage soluble dans

I’huile

Une série d’expériences a été réalisée en remplagant I’agent de couplage hydrosoluble
(EDC) par le N,N’-dicyclohéxycarbodiimide (DCC), également porteur de la fonction
carbodiimide, qui intervient dans le mécanisme de fonctionnalisation. Contrairement a I’EDC,
cette molécule est uniquement soluble dans la phase organique. La réaction de fonctionnalisation
n’aura donc lieu que sur la zone des microgels en contact avec les deux phases (cf Figure IV. 28).
Ce schéma n’est certainement pas représentatif de la réalité, car nous savons que les microgels
sont déformés a I’interface et nous ne savons pas si une zone est effectivement mouillée par la
phase huile ou si I’interface se déforme pour épouser la périphérie des microgels. L’observation
des microgels fonctionnalisés dans ces conditions nous permettra d’obtenir des éléments de

réponse sur ces interrogations.
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Agent de
couplage (DCC)

Figure IV. 28 : Schéma supposé de la fonctionnalisation des microgels a I’interface eau-huile avec I’agent de couplage insoluble
en phase aqueuse

Cette nouvelle voie de fonctionnalisation est testée sur les microgels MmC30 et MmP10
dont les images obtenues en épifluorescence sont présentées Figure IV. 29. Ces images attestent
qu’il est possible de fonctionnaliser les microgels en utilisant un greffon et un agent de couplage
qui sont solubilisés dans des phases différentes. Pour tous les échantillons présentés, les
microgels ne sont pas entierement fluorescents, seule une ou plusieurs zones sont marquées par la
molécule fluorescente, ce qui dans le cas des microgels MmP10 les rend difficilement
identifiables en épifluorescence. Les microgels MmC7 et MmC30 sont plus facilement
identifiables, car un grand nombre d’entre eux possede une zone fluorescente sur chaque
hémisphére. Avec cette méthode, les microgels ne sont pas fonctionnalisés sur I’ensemble de la
matrice mais en surface uniquement car la fluorescéinamine et le DCC se trouvent dans deux
phases différentes. La fonctionnalisation des deux hémisphéres peut avoir plusieurs explications :
soit il s’agit de microgels adsorbés simultanément a deux interfaces, dans les films adhésifs entre
gouttes d’émulsion, soit les microgels sont mobiles a I’interface et prennent différentes
orientations pendant leur fonctionnalisation. Ainsi, uniquement les zones des microgels en
contact avec chacune des phases sont fonctionnalisées. Avec ces microgels, les émulsions
formulées sont floculées, ce qui implique qu’un certain nombre d’entre eux est adsorbé a la
surface de deux gouttes d’huile différentes. De ce fait, lors de la fonctionnalisation les deux
hémispheéres en contact avec I’interface sont chimiquement modifiés, ce qui explique pourquoi
les deux hémisphéres sont fluorescents et séparés par une zone équatoriale non modifiée.
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Figure IV. 29 : Image de microscopie a fluorescence de microgels a) MmC7, b) MmC30 et ¢) MmP10 fonctionnalisés avec le
DCC a I'interface d’une émulsion préparée a 13 500 tr/min. Les barres d’échelle représentent 10 um. Les inserts rappelle la
structure interne des microgels. La partie rouge représente la zone fonctionnalisée par la fluorescéiamine. Les images encadrées
en rouge sont des zooms des zones indiquées. Les barres d’échelle représentent 2 um.

D’aprés les images de la Figure IV. 29, la totalité de la surface des hémisphéres semble étre
fonctionnalisée. Afin de confirmer cette hypothése, les microgels MmMC30 sont étudiés en
microscopie optique confocale. Cette technique permet de prendre de nombreuses images dans
différents plans pour ensuite effectuer une reconstruction 3D. De cette maniére nous pouvons
distinguer les zones fonctionnalisées de celles qui ne le sont pas. Plusieurs images de la
reconstruction 3D de microgels sont présentées Figure 1V. 30. Sur ces images, on distingue deux
calottes sphériques fluorescentes qui sont face a face. Ces derniéres correspondent aux régions
d’un méme microgel qui sont fonctionnalisées par la molécule fluorescente. Cette analyse

confirme alors que la totalité de la surface en contact avec I’huile est modifiée chimiquement et
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que la fonctionnalisation du volume n’est pas possible avec I’agent de couplage solubilisé dans la

phase organique.

Figure IV. 30 : Reconstruction 3D de clichés enregistrés en microscopie confocale des microgels MmC30 dispersés dans I’eau
pure. Les barres d’échelle représentent 2 um.

L’utilisation d’un agent de couplage solubilisé dans la phase huile nous a permis de
fonctionnaliser sélectivement les microgels dépourvus de cceur, mais la plupart possédent deux
calottes fonctionnalisées et sont donc symétriques. Le méme constat est établi avec I’échantillon
MmP10, mais la population de microgels, ou un seul hémisphére est modifié, semble plus grande.
Afin d’obtenir des échantillons avec un seul hémisphére fonctionnalisé, il faut réussir a produire
des gouttes non adhésives couvertes de microgels. La diffusion des réactifs a travers la matrice
dans la phase aqueuse doit étre maitrisée, soit en adoptant des structures qui limitent la diffusion
des réactifs (augmentation de la densité de réticulation au sein des microgels), soit en réalisant la
fonctionnalisation dans un état ou les microgels sont contractés. D’apreés le chapitre 111, ces deux

critéres sont a I’opposé d’une bonne stabilisation des émulsions.

-241 -



Chapitre IV : Fonctionnalisation des microgels aux interfaces : vers des microgels Janus

Suite a ces résultats, nous avons choisis pour la suite de notre étude de ne plus travailler
avec les microgels creux et peu réticulés (MmC7) et de fonctionnaliser I’échantillon MmC30

uniquement avec I’agent de couplage soluble dans la phase organique (DCC).
V.2.2.Dissymétrisation d’hydrophobie des microgels micrométriques

Dans cette partie, les microgels sont fonctionnalisés a I’interface eau-huile avec un dérivé
de I’acide phénylboronique susceptible de modifier I’hydrophobie de la matrice polymere. La
fonctionnalisation des microgels avec I’APBA permet de modifier la balance hydrophile-
hydrophobe de la matrice polymere en fonction du pH et de la présence de sucres. Comme
indiqué sur la Figure IV. 31, les microgels présenteront une dissymétrie de forme a pH compris
entre les pKa de I’acide boronique et de I’acide carboxylique, c’est-a-dire lorsque la partie non
fonctionnalisée est totalement gonflée a cause de la matrice hydrophile et chargée, tandis que la
zone modifiée par les boronates est non chargé et hydrophobe. L’état des microgels a ce pH sera

comparé a leur état a pH élevé, pour lequel les microgels devraient étre gonflés et sans interaction

entre eux.
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Figure IV. 31 : Schéma illustrant les différentes morphologies attendues des microgels qui possedent une dissymétrie
d’hydrophobie en fonction du pH.
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La fonctionnalisation des microgels avec I’APBA a été réalisée sur I’échantillon MmP10 avec
I’agent de couplage soluble dans la phase aqueuse a la surface d’émulsions préparées a 13 500
tr/min. Seul I’EDC est utilisé ici comme agent de couplage car il s’agit de fonctionnaliser les
microgels en volume et non uniquement en surface pour induire une dissymétrie de gonflement.
Seuls les microgels pleins sont étudiés puisque les structures creuses permettent la diffusion des
réactifs dans tout le volume des microgels. La fonctionnalisation est réalisée dans les conditions
optimisées dans la partie V.1.2.1, mais également avec un trés large exces d’APBA et d’EDC
(10 éq) en prenant soin de solidifier la phase huile afin d’éviter la destruction de I’émulsion.
L’étude en épifluorescence des microgels en présence d’ARS permet de visualiser la localisation
des motifs PBA et d’appréhender le caractere dissymétrique des microgels (cf Figure IV. 32).

Figure IV. 32 : Image de microscopie a fluorescence de microgels MmP10 fonctionnalisés avec a) 4 équivalents d’APBA et 4
équivalents d’EDC et b) avec 10 équivalents d’APBA et 10 équivalents d’EDC a I’interface d’émulsions préparées a 13 500
tr/min. Les microgels sont dispersés dans du PBS 4 mM a pH 8,5 contenant 0,5 mM d’ARS.

Ces clichés permettent de mettre en évidence que les microgels présentent souvent une
zone de fluorescence plus intense d’un cOté des microgels. Le caractére dissymétrique existe
donc. En revanche, il est plus ou moins marqué selon les particules observées, prouvant encore
une fois la difficulté de produire des microgels de structure reproductible et maitrisée. Nous
constatons aussi que la morphologie des microgels est identique a celle obtenue lors de la
fonctionnalisation avec la molécule fluorescente. Dans le but de Vérifier si cette
fonctionnalisation est capable de provoquer une dissymétrie de forme et/ou une auto-

organisation, les microgels sont observés en microscopie optique en contraste de phase a un pH
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ou I’acide phénylboronique est neutre, et joue donc le role de greffon hydrophobe. Les microgels
sont également étudiés a pH basique, lorsque le greffon est hydrophile, afin de pouvoir comparer
les morphologies des microgels dans les deux conditions. Les clichés des microgels dispersés
dans de I’eau pure acidifiée a pH 4 et basifiée a pH 9 sont présentés Figure 1V. 33. D’apreés ces
clichés, les microgels en solution acide ne semblent pas présenter de dissymétrie au niveau de
leur forme. En effet, sur les clichés, on distingue un cceur trés contrasté et une écorce moins
contrastée, qui est circulaire et d’épaisseur homogene sur tout le contour des cceurs. La plupart
des microgels sont isolés et ne sont pas en interaction avec d’autres. Quelques-uns semblent en

interaction, mais le méme type de structure est observé lorsqu’ils sont dispersés dans de I’eau

basique (pH 9).
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Figure 1V. 33 : Image de microscopie optique en contraste de phase des microgels MmP10 fonctionnalisés avec 10 équivalents
d’APBA et 10 équivalents d’EDC a I'interface d’une émulsion préparée a 13 500 tr/min. Les microgels sont dispersés dans de
I’'eau pure a) apH 4 etb) apH 9.

La méme étude a été réalisée sur les microgels fonctionnalisés avec un plus faible excés de réactif
et d’agent de couplage (4 équivalents) mais sont également restés infructueux en terme de
dissymétrie de forme ou d’auto-assemblage.

V.2.3.Dissymeétrisation des charges des microgels

En fonctionnalisant les microgels a I’interface avec une diamine, des charges positives
seront alors introduites dans la matrice polymere. Des forces attractives d’origine électrostatique
inter et/ou intraparticule vont alors apparaitre. Nous avons la possibilité de moduler ces
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interactions en modifiant le pH de la solution. En effet, lorsque le pH est plus faible (ou plus
élevé) que les pKa de I’acide et de I’amine, les microgels sont chargés positivement (ou
négativement), il n’y a donc pas d’interactions attractives possibles (cf Figure IV. 34). En
revanche, pour un pH compris entre les deux pKa, les microgels possédent un hémisphére chargé
négativement et I’autre hémisphere chargé positivement, ce qui est a I’origine de la formation de
lignes de particules.** Lorsqu’un seul des deux hémisphéres est chargé, nous sommes également
susceptibles d’observer des taux de gonflement différents entre la zone chargée (plus gonflé a

cause des répulsions électrostatiques entre charges de méme signe) et la zone neutre (cf Figure
V. 34).
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Figure IV. 34 : Schéma illustrant les différentes répartitions de charges attendues des microgels qui possedent une dissymétrie de
charges en fonction du pH.

Il convient de souligner que ce comportement n’est pas aussi simple que celui décrit. En effet,
I’apport de charges cationiques se fait par greffage des fonctions COOH par les diamines. Selon
le taux de greffage, on substitue donc une partie des charges négatives par des charges positives.
A noter que ce mélange d’especes conduit également a considérer le caractére polyampholyte des
microgels. Rappelons que le taux de gonflement des gels de polyampholyte dépend du ratio entre
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les charges. Lorsque le gel contient autant de charges positives que négatives, son taux de
gonflement est bien plus faible que lorsque I’une des deux charges domine en milieu désionise.
Ces expériences de fonctionnalisation sont alors reproduites avec les microgels MmP10 a
I’interface d’émulsions préparées a 13 500 tr/min. Etant donné que nous ne possédons pas de
moyen simple pour révéler la dissymétrie des microgels, nous avons directement étudié leur
comportement en fonction du pH, en faisant I’hypothése que la fonctionnalisation a I’interface

s’est réalisée de maniére dissymétrique comme précédemment.
V.2.3.1.Fonctionnalisation avec I’'agent de couplage hydrosoluble (EDC)

Les mémes conditions de fonctionnalisation a I’interface sont appliquées (4 équivalents
d’amine et d’agent de couplage). Aprés fonctionnalisation, les microgels sont observés en

microscopie optique a pH 4 et a pH 9 (cf Figure IV. 35).

Figure IV. 35 : Image de microscopie en contraste de phase des microgels MmP10 fonctionnalisés avec 4 équivalents d’ED et 4
équivalents d’EDC a I’interface d’une émulsion préparée a 13 500 tr/min. Les microgels sont dispersés dans de I’eau pure a a)
pH 4 et b) pH9.

A pH 4, la majorité des microgels est en contact avec d’autres microgels, formant ainsi des lignes
ou des agrégats non réguliers. En revanche, a pH 9 les microgels sont dispersés et ne sont pas en
contact. Le diametre des microgels ne semble pas influencé par le pH de la solution. Ce

phénomeéne peut s’expliquer par le caractére polyampholyte des microgels.
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V.2.3.2.Fonctionnalisation avec I'agent de couplage soluble dans la

phase organique (DCC)

Les mémes microgels sont également étudiés en utilisant le DCC soluble dans I’huile comme

agent de couplage. Le comportement des microgels fonctionnalisés avec les mémes quantités

d’équivalent est présenté Figure V. 36.

Figure IV. 36 : Image de microscopie en contraste de phase des microgels MmP10 fonctionnalisés avec 4 équivalents d’ED et 4
équivalents de DCC a I’interface d’une émulsion préparée a 13 500 tr/min. Les microgels sont dispersés dans de I’eau pure
acidifié a a) pH 4 et b) pH9.

Les clichés obtenus pendant les analyses en microscopie optique montrent également que le
diamétre des microgels n’est pas modifié avec le pH. Comme précédemment, nous constatons la
présence d’agrégats a pH 4 qui disparaissent a pH 9. La fonctionnalisation avec le DCC ne nous a
donc pas permis d’apporter plus de réponse sur I’origine des interactions, bien que le phénoméne
soit plus marqué que lors de la fonctionnalisation avec I’'EDC.

Afin de Vérifier si I’origine des interactions est électrostatique, nous avons observe I’influence de
la salinit¢ sur les assemblages de microgels. Si les interactions sont effectivement
électrostatiques, I’écrantage des charges par le sel devrait provoquer la disparition partielle ou
totale des agrégats. Les microgels sont étudiés en absence et en présence de 10 mM de chlorure
de sodium (NaCl) a pH 4. Cette nouvelle observation permet de mettre en évidence qu’en
I’absence de sel a pH 4, de nombreux agrégats se forment. Ces derniers ne sont pas identifiables

dans I’échantillon qui contient du sel et dont le pH est également fixé a 4. Bien que certains
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microgels demeurent agrégeés, la plupart d’entre eux sont dispersés en solution. Les structures qui
persistent ne sont composées que de deux ou trois microgels, contrairement a celles observées en
I’absence de sel. Grace a cette expérience nous avons pu prouver que les interactions qui
provoquent I’assemblage des microgels sont bien de nature électrostatique. Nous avons
également pu constater que la fonctionnalisation avec le DCC permet I’obtention de microgels
dont I’organisation est controlable par le pH ou par la salinité du milieu.

La méme approche a été utilisée pour fonctionnaliser les microgels MmC30 (microgels creux)
avec le DCC comme agent de couplage. L analyse des microgels en fonction du pH est présentée
Figure IV. 37.

Figure IV. 37 : Image de microscopie en contraste de phase des microgels MmC30 fonctionnalisés avec 4 équivalents d’ED et 4
équivalentsde DCC a I’interface d’une émulsion préparée a 13 500 tr/min. Les microgels sont dispersés dans de I’eau pure a a)
pH 4 etb) pH 9.

Apres fonctionnalisation, lorsque les microgels sont dispersés en solution a pH 4, ces derniers
forment des agrégats, principalement sous forme de lignes composées d’au moins trois microgels,
alors qu’aucun agrégat n’est observé a pH 9. Le diametre des microgels est estimé a 1,8 um a pH
4 et 3,4 um a pH 9. La différence de diamétre est donc plus marquée que dans le cas des
structures pleines.

Dans cette partie nous avons réussi a préparer des microgels dont I’organisation dépend des
conditions environnementales, comme le pH ou encore la salinité, grace a la présence

d’interactions électrostatiques. Nous pouvons alors en conclure que I’hydrophobicité introduite
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par les dérivés de I’acide phénylboronique n’est pas suffisante pour induire une auto-organisation

avec ce type de matériaux.

V.3. Discussion sur la conformation des microgels a I'interface eau-huile

Tableau IV. 7 : Tableau récapitulatif des fonctionnalisations et des observations réalisées.

Fonctionnalisation

T_ype de Greffon
microgels
EDC DCC
Microgels Fluo °
« classiques» ~ APBA °
[}
Fluo
[}
Microgels
micrométriques APBA J
pleins .
(cceur-écorce)
ED
[}
Microgels .
micrométriques
creux (faible Fluo
taux de °
réticulation)
[}
) Fluo
Microgels °
micrométriques
creux (fort taux
de réticulation)
ED °

Caractere

dissymétrique

Oui
Oui
Oui
Oui

QOui

Microgels tres
déformés

Oui, microgels
tres déformes

Non

Portions
d’hémispheres

Auto-
assemblage

Non

Non
Peu marqué

Oui
dépendance
au pH

Oui, lignes

Dépendance
au pH
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Dans le cas des microgels, il existe un lien entre leur conformation a I’interface et la
dissymeétrisation, ce qui n’est pas le cas des particules dures ou le mouillage est le paramétre
déterminant I’adsorption (mise en jeu de deux interfaces solide-liquide : solide-huile et solide-
eau). Les microgels a I’interface eau-huile sont désormais vus comme une adsorption de
polymeres linéaires contraints par des réticulations, ou comme des protéines globulaires. Ainsi,
si les fonctions greffables sont hydrophiles, elles vont s’exposer au maximum au contact de I’eau,
ce qui ne permet pas d’immerger un hémisphere dans I’huile pour le protéger. La
fonctionnalisation va alors s’étendre dans toute la particule, si le réactif peut diffuser jusqu’a ces
fonctions. Le critere de diffusion des réactifs devient alors prépondérant, comme semble
I’indiquer la différence de résultats entre les microgels qui possedent un cceur réticulé et ceux qui
n’en possédent pas. De ce point de vue, le choix de microgels plus réticulés aurait pu étre

judicieux.

Le choix d’un agent de couplage soluble dans une phase différente de celle des fonctions
greffables peut étre astucieux et favoriser une modification chimique trés locale a I’interface. I
est attendu dans ce cas que la densité de greffage soit faible. Cette fonctionnalisation ne permet
pas de modifier le volume de la particule, mais uniquement la surface. Cette approche permet de
conférer aux microgels des propriétés différentes, par exemple en terme d’adsorption, mais ne

conviendra pas pour altérer ses propriétés de gonflement.

Dans le but d’améliorer ces résultats les études futures pourront étre menées sur des microgels
plus réticulés, afin de limiter la diffusion des réactifs et permettre une fonctionnalisation en
volume. Cependant il est nécessaire de trouver un compromis entre les forts taux de réticulation
pour limiter la diffusion des réactifs et les faibles taux de réticulation pour que I’on puisse
observer des gonflements différentiés. L’adsorption a des interfaces de gouttes libres (pas de
pontage) devra également étre favorisée. On peut également envisager de diminuer la taille des
microgels, (car cela permet de diminuer le pontage), mais la caractérisation sera alors difficile.
Afin d’adsorber les microgels micrométriques sans pontage, nous proposons de préparer
I’émulsion avec un exces de microgels, ce qui permettrait de les adsorber dans une conformation

comprimée défavorable au phénomeéne de floculation.
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Conclusion

Dans ce chapitre nous avons réussi a mettre en évidence que la dissymétrisation de
microgels adsorbés a I’interface eau/huile par modification chimique est possible. Ce concept a
été mis en évidence grace a la fonctionnalisation des microgels avec une molécule fluorescente :
la fluorescéinamine. Apres avoir établi la preuve de concept, nous avons essayé de I’appliquer a
une autre espece chimique composée d’acide phénylboronique. Cependant, nous nous sommes
heurtés, pour caractériser nos particules, a des problémes expérimentaux liés a leur faible
dimension. Dans le but de contourner ces problémes nous avons fait le choix de continuer notre
étude sur des microgels micrométriques. Bien que les propriétés des émulsions formulées avec
ces nouveaux matériaux soient différentes, nous avons tout de méme réussi a dissymétriser des
microgels avec la molécule fluorescente et le dérivé de I’acide phénylboronique. Contrairement a
nos attentes, nous n’avons réussi a mettre en évidence ni la présence d’une organisation des
microgels en fonction du pH, ni une forme dissymétrique des microgels liée au changement
d’hydrophobicité provoqué par la modification chimique de la matrice par I’APBA. En revanche,
nous avons constaté une organisation en fonction du pH lorsque les microgels sont
fonctionnalisés avec une diamine. Nous avons pu déterminer que I’incorporation de charges
positives dans la matrice provoque la formation de structures en fonction du pH. Le choix de
I’agent de couplage a également un impact sur cette organisation, car les zones des microgels
modifiées chimiquement sont différentes. Contre toute attente, I’agent de couplage qui permet la
fonctionnalisation de surface uniquement permet d’observer les meilleures organisations

sensibles au pH.

Cette étude, combinée avec celle du chapitre Il menée en paralléle, a permis d’appréhender
differemment le concept de fonctionnalisation d’un microgel adsorbé a une interface. En effet,
comment fonctionnaliser en volume un seul hémisphére d’un microgel adsorbé alors que
I’adsorption n’est pas symétrique et que I’essentiel du microgel est en contact avec la phase
aqueuse ? Les éléments obtenus tendent a montrer que les microgels sont soit totalement
fonctionnalisés (ou en grande partie, ce qui ne change pas leur aspect visuel), soit fonctionnalisés
en surface. Le concept de gonflement dissymétrique ne peut donc pas étre obtenu par une

technique de post-fonctionnalisation. La seule issue serait de limiter la diffusion des réactifs lors
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de la fonctionnalisation, en jouant sur le taux de réticulation par exemple, tout en prenant soin de

ne pas compromettre le caractere déformable des microgels.
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Dans ce mémoire de these, nous avons exploité les propriétés stimulables et déformables
des microgels afin de développer une nouvelle gamme de capteurs, d’approfondir les
connaissances sur le mécanisme de stabilisation d’émulsions et la préparation de microgels

dissymétriques.

Gréace aux propriétés de photoluminescence et d’électrochimiluminescence du complexe
de ruthénium copolymérisé dans les microgels, nous avons réussi a préparer des microgels
luminescents. L’étude de leurs propriétés spectroscopiques en fonction du taux de gonflement a
permis de mettre en évidence que les centres redox sont effectivement greffés sur les microgels,
qu’ils sont électroactifs et a priori tous adressables. L’évolution des propriétés de luminescence
est dépendante de la technique utilisée. En effet, lors de I’étude en fonction de la température,
nous avons mis en évidence une diminution linéaire de I’intensité émise en photoluminescence,
alors que par électrochimiluminescence, nous avons observé un phénoméne d’exaltation. La
modulation de la matrice permet de moduler le signal ECL. L’origine de ce phénomene peut étre
le rapprochement des sites redox, ce qui favorise le transfert d’électrons dans la matrice
polymeére, ou encore la modification d’hydrophobie.

Ce concept devrait étre généralisable a tout type de matrice stimulable. La compatibilité entre le
stimulus et I’électrochimie devra toutefois étre vérifiée. Nos efforts pour transposer le concept a
des matrices sensibles au glucose se sont révélés infructueux, bien que le stimulus ne soit pas
remis en question dans les conditions testées (le ligand du glucose n’est pas dégradé). En
revanche, ces systemes présentent une modulation inattendue du signal de photoluminescence, lié
aux interactions entre le phénylboronate et le complexe de ruthénium. Ces interactions sont peut-
étre en cause pour expliquer que la réponse ECL ne soit pas modulée par les variations de

gonflement.

Le phénomene d’ECRET n’a pas pu &tre mis en ceuvre dans les microgels, lié au choix du couple
donneur-accepteur. Bien que les microgels stimulables constituent d’excellents supports pour
provoquer des phénomenes de FRET entre donneur et accepteur par modulation de leur inter-
distance, I’application a I’'ECL ne peut se faire que sur la base d’un accepteur dont les propriétés
ne seront pas altérées par I’application d’un potentiel. Notre tentative de protection de I’accepteur
en I’isolant de I’électrode, grace a une architecture cceur-écorce (accepteur greffé uniquement
dans le cceur), n’a pas fonctionné : la cyanine est tout de méme accessible a I’oxydation. Afin de
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contourner ce probléme, plusieurs solutions ont été envisagées. La premiére consiste a changer la
nature du polymere qui constitue le cceur des microgels afin d’obtenir un cceur plus isolant vis-a-
vis de I’électrode. Le polystyréne semble étre un bon candidat, car il est capable de fournir une
bonne isolation sans rendre la technique de synthése plus compliquée. La seconde est de garder
le complexe de ruthénium comme donneur et d’utiliser le bleu de Nil comme accepteur. L’étude
de son oxydation devra étre envisagée afin de vérifier qu’il n’est pas électroactif. Dans le cas

contraire, le choix du donneur devra également étre remis en question.

Ces microgels luminescents sont donc de bons candidats pour une application en tant que
capteurs ou biocapteurs et peuvent également avoir une potentielle application dans le domaine
de I’imagerie médicale, car le phénomene de FRET permet de contourner certains problémes

comme I’auto-fluorescence en milieu biologique.

L’étude menée dans le troisiéme chapitre de cette these a permis de mettre en évidence
que les microgels sont capables de s’adsorber spontanément et de maniere quasi-irréversible a
I’interface eau-huile et qu’ils présentent de nombreuses similitudes avec I’adsorption de
polymeres amphiphiles linéaires, ou I’adsorption de protéines. Ces objets peuvent prendre
différentes conformations au cours du temps. L’état d’équilibre est un état ou les microgels sont
comprimés. La conformation adoptée par les microgels a I’interface peut également étre modifiée
par les conditions d’émulsification (concentration en particules, taux de cisaillement, ...). Les
propriétés mécaniques des interfaces dépendent de leur conformation. Elles varient donc selon
I’état d’adsorption, avec un maximum d’élasticité quand les chaines sont étendues a I’interface et
les microgels légérement interpénétrés. Ce maximum d’élasticité ne correspond pas aux deux
conformations limites dans lesquels les microgels stabilisent les émulsions. En effet, dans ces
derniéres, deux conformations limites ont été observées : les microgels aplatis, lorsque la
pression de surface est quasi nulle, et les microgels comprimés, ce qui correspond a I’état
d’équilibre d’adsorption spontanée. L’origine de la stabilité des émulsions reste donc encore
floue aujourd’hui, notamment en ce qui concerne le réle de la réticulation des microgels. La seule
différence que nous avons pu identifier se situe au niveau de la compressibilité des microgels a
des taux de compression élevés, accessibles uniquement mécaniquement. Des études
complémentaires sur les propriétés mécaniques des interfaces pourront étre envisageées : elles

devront viser a sonder les liens entre microgels et non les propriétés des chaines de polymeéres
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elles-mémes. Des mesures en cisaillement pourront étre réalisées sur des interfaces planes ou des

études de compression des émulsions.

D’une maniére générale, de nombreuses questions sont encore en suspens sur les mécanismes de
déstabilisation des émulsions stabilisées par des microgels. Les expériences menées dans le cadre
de cette these ont toujours été réalisées dans le régime ou les microgels sont en bon solvant dans
I’eau. Or, il est désormais acquis que le passage en mauvais solvant déstabilise les émulsions.

Quel en est réellement le mécanisme ?

Cette étude a permis de comprendre que la stabilisation des émulsions par des microgels ne
requiert pas un enchevétrement important des écorces. Nous avons également constaté que la
concentration en particules dans la sous-phase, au méme titre que les conditions d’émulsification
ou encore la taille ou la composition des microgels, sont des facteurs qui permetent de modifier
la conformation des microgels a la surface des gouttes et donc les propriétés macroscopiques des
émulsions. Cette information est importante pour la formulation d’émulsions avec des propriétés
adéquates pour I’application envisagée et nous a été utile dans le cadre de nos travaux de
dissymétrisation de microgels. Ainsi I’expérimentateur peut contrdler indépendamment la taille
des gouttes d’huile de I’émulsion et I’état de floculation. Pour viser des applications industrielles,
la déstabilisation doit étre bien maitrisée, totale et «réversible» (on doit pouvoir ré-
émulsionner). Les transitions d’un état a l'autre devront étre étudiées. Ces connaissances
permettront également de mieux appréhender le comportement des protéines a une interface et
pourquoi pas, permettront d’envisager de nouvelles fagons de manipuler ces objets a une

interface

Enfin, le demier volet a consisté a produire de nouveaux matériaux a structure
hiérarchique en tirant profit de la manipulation des microgels a une interface. De maniere
générale, le sujet traite de la manipulation des microgels, de leur organisation, en vue de les
fonctionnaliser de fagon contrdlée. L étude des microgels a I’interface et la comparaison avec les
polymeres linéaires et les protéines donne une vision nouvelle de ces systemes, les éloignant de la
comparaison avec les particules dures. La fonctionnalisation spécifique d’un hémisphére
bénéficiant du masquage de l’autre a une interface a été démontrée avec une molécule
fluorescente, mais demeure délicate. La préparation de microgels avec une dissymétrie de forme
semble compromise par cette technique. En revanche, une fonctionnalisation tres localisée sur
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une partie des chaines en surface semble possible car elle est a I’origine d’auto-assemblages
controlés dans le cas d’une dissymétrie de charges. Néanmoins, cet aspect nécessite d’étre

approfondi.

L’étude de I'auto-assemblage de ces structures nécessite une trés grande reproductibilité de la
synthese des objets Janus. Pour cela, la fonctionnalisation devrait se faire dans des conditions ou
la diffusion des réactifs jusqu’aux microgels immobilisés a la surface des gouttes n’est pas
obstruée. Tous les microgels devraient également étre adsorbés dans la méme conformation. Pour
cela, la production de gouttes identiques et parfaitement individualisées devrait apporter une
amélioration importante du processus de production des microgels Janus. La production de
gouttes stabilisées par des microgels en microfluidique devrait répondre a cette problématique.

L’ aspect stimulable et la déformabilité des microgels, le tout associé a une trés bonne
biocompatibilité du fait de leur grand état d’hydratation, ouvre de nombreuses perspectives pour
des nouveaux systemes de délivrance d’actifs ou des biocapteurs. Leur comportement dans des
milieux complexes devra étre bien compris, tant a I’interface qu’en solution. L’introduction de
réponses hiérarchisées par le contrdle de leur structure ou encore I’induction d’auto-assemblages
leur donnera de nouvelles fonctions. Par ailleurs, les microgels pourront également étre utilisés
comme additifs de formulation a base aqueuse, dont la stabilité peut étre contrdlée. Cet aspect
présente un intérét certain pour répondre aux nouveaux défis environnementaux avec une

nouvelle approche du cycle de vie des produits formulés.
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Etude des propriétés interfaciales et luminescentes de microgels stimulables

Les microgels sont des particules colloidales de polymeére réticulé gonflées par un solvant.
Déformables et poreuses, elles peuvent changer d’état de gonflement lors de ’application d’un stimulus.
Ce travail de thése a pour but de développer de nouveaux concepts tirant profit des propriétés stimulables
et de la déformabilité intrinséque des microgels tout en approfondissant les connaissances sur le
comportement de ces objets en solution et aux interfaces. Les microgels de poly(N-alkylacrylamide) sont
utilisés comme modeles. Dans un premier temps, notre travail a porté sur I’étude d’un nouveau type de
microgels électrochimiluminescents grace a I’incorporation d’un complexe métallique de ruthénium dans
la matrice polymeére. A la transition de phase, ces microgels présentent une exaltation de I’intensité ECL
jusqu’a 2 ordres de grandeur, en lien avec la distance entre les sites redox. Le concept est ensuite
transposé a des microgels sensibles aux saccharides et a des systémes comportant deux luminophores, un
donneur ECL et un accepteur d’énergie pouvant donner lieu a un transfert d’énergie par résonance. La
deuxiéme partie de la thése est consacrée a 1’adsorption de microgels a une interface liquide-liquide plane,
en vue de mieux comprendre 1’origine de la stabilité des émulsions stabilisées par ce genre d’objets. De
facon analogue aux protéines flexibles, les microgels changent de conformation a I’interface, passant d’un
état étendu a un état comprimé, a 1’origine de variations de 1’¢lasticité interfaciale. Les microgels ainsi
adsorbés sont fonctionnalisés de fagon régiosélective dans 1’eau et permettent de produire des microgels
non symétriques, dits Janus, susceptibles de s’auto-assembler.

Mots clés: microgels, particule déformable, polymere stimulable, électrochimiluminescence,
photoluminescence, transfert d’énergie, émulsion de Pickering, film de Langmuir, élasticité interfaciale,
microgels Janus.

Study of interfacial and luminescent properties of stimuli-sensitive microgels

Microgels are colloidal particles made of cross-linked polymer swollen by a solvent. Soft and
porous, they can adapt their swelling degree in response to a stimulus. The main objective of this work is
to develop new concepts taking advantage of microgels’ stimuli-responsive properties and intrinsic
softness while deepening understanding of their properties in solution and at interfaces. Poly(N-
alkylacrylamide) microgels are used as a model. Initially our work focused on the study of a new type of
electrochemiluminescent (ECL) microgels thanks to the incorporation of a ruthenium complex in the
polymer matrix. At the volume phase transition, these microgels exhibit an amplification of the ECL
intensity up to 2 orders of magnitude, related to the decrease of the distance between redox sites. This
concept is then transposed to saccharides-sensitive microgels and systems bearing two luminophores, an
ECL donor and an energy acceptor in order to give rise to resonance energy transfer. The second part of
this manuscript is devoted to adsorption of microgels at a planar liquid-liquid interface, to improve
knowledge on the origin of the stability of emulsions stabilized by such objects. Such as flexible proteins,
microgels can change their conformation at the interface, from an extended to a compressed state, causing
variation in the interfacial elasticity. When microgels are adsorbed they can also be functionalized
regioselectively in water to produce non-symmetrical microgels, called Janus, able to self-assemble.

Keywords: microgels, soft particle, stimuli-responsive polymer, electrochemiluminescence,
photoluminescence, energy transfer, Pickering emulsion, Langmuir film, interfacial elasticity, Janus
microgels.



