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L’assemblage de particules colloidale fait I’objet d’études depuis prés de 30 ans dans le but
de fabriquer de nouveaux matériaux fonctionnels aux propriétés remarquables, notamment

dans le domaine de 'optique.

Cette étude s’inscrit dans le cardre d’un projet financé par I’Agence Nationale pour la
Recheche intitulé « Ezpanding the reqular atomic world at the colloidal level using valence-
endowed particles » (ENLAREER) dont le but est de transposer la notion de valence bien
connue & l’échelle atomique & des particules de taille submicrométrique. Depuis quelques
décennies, les particules colloidales sphériques ont servi de modéles de type sphére dure
pour mimer les atomes et dans ce contexte elles peuvent étre appellées « atomes colloi-
daux ». L’assemblage de telles particules isotropes ne conduit cependant qu’a un nombre
limité de « cristaux colloidaux ». Pour obtenir des structures plus complexes, il semble
alors crucial d’apporter a ces particules la notion de valence afin qu’elles puissent établir
des interactions directionnelles et en nombre controlé. Cela peut étre réalisé en structu-
rant leur surface avec des discontinuités chimiques ou topologiques connues sous le nom de

patchs.

Les travaux menés en collaboration entre I'Institut de Chimie de la Matiére Condensée
de Bordeaux (I1cMCB) et le Centre de Recherche Paul Pascal (CRPP) depuis maintenant
vingt ans ont abouti & des protocoles de synthése de clusters silice/polystyréne ot une
nanoparticule de silice centrale est entourée d’un nombre contrélé de nodules de polystyréne
(ps). La stratégie de fabrication des particules & patchs consiste & déconstruire ces clusters
imitant les molécules HCI, BeCly, BF3 et CH,4 afin de respectivement créer des particules
de silice mono, bi, tri et tétravalentes. En effet, la particule centrale de silice peut aisément
étre regrossie en utilisant les nodules de PS comme masques qui deviendront des cavités
aprés dissolution par un solvant (figure 1). Ce procédé permet donc d’obtenir des particules
dont le nombre et la position des cavités (ou patchs) correspondent a ceux des nodules de
PS initialement présents. De plus, la présence de chaines de PS résiduelles au fond des
cavités permet d’auto-assembler les particules. Différentes voies ont été explorées. La voie
hydrophobe a constitué le sujet d’étude de Weiya Li (2019) alors que 1’assemblage par voie
covalente a été initi¢ par Cyril Chomette (2015) puis étudié plus en détails par Pierre-
Etienne Rouet (2018). Dans le dernier cas, une fonctionnalisation sélective des chaines
de PS est utilisée pour promouvoir l'auto-assemblage des particules. Quelle que soit la
voie d’assemblage étudiée, un des principaux freins & ’obtention de structures étendues et

réguliéres est la pureté morphologique des lots de clusters silice/PS précurseurs.

Les travaux décrits dans ce manuscrit s’inscrivent & la fois parallélement et dans le pro-
longement des travaux de thése de Pierre-Etienne Rouet. Un intérét particulier a ici été
porté aux particules & patchs tétravalentes. Les objectifs étaient donc d’améliorer la pureté
morphologique des lots de clusters silice/Ps tétrapodiques, puis de réaliser 'assemblage
des particules & patchs issues de ces derniéres dans le but de former des molécules col-

loidales c’est-a-dire des clusters de quelques particules imitant des molécules convention-
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By

Tétrapodes Particule a patchs
tétravalente

FIGURE 1 - Schéma de la déconstruction d’un cluster silice/PS de type tétrapode et sa conversion
en particule & patchs tétravalente. (1) Recroissance du ceeur de silice ; (2) Dissolution des nodules
de ps.

nelles simples. Une partie de ce travail a également été consacrée au développement de
la microscopie électronique en transmission (MET) en voie liquide dans le but de réaliser

I'observation in situ de 'assemblage des particules & patchs.

Ce manuscrit s’articule en quatre chapitres. Le premier est un état de I'art décrivant les
développements en matiére de synthése et d’assemblage des particules colloidales & patchs.
Le second chapitre traite de la synthése et de la fonctionnalisation des deux types de briques
élémentaires de silice nécessaires a 1'assemblage : les particules & quatre patchs cavitaires
et les particules sphériques isotropes, appelées satellites. Ce chapitre s’intéresse également
a la purification morphologique des clusters silice/Ps par centrifugation en gradient de
densité. Le troisiéme chapitre concerne 'optimisation de I’assemblage covalent des briques
élémentaires dans le but de fabriquer des molécules colloidales imitant la géométrie des
molécules d’eau. Enfin, le quatriéme chapitre présente les travaux de développement de la
MET en voie liquide dans I'objectif & moyen terme est d’observer I’assemblage dynamique

des particules a patchs et des particules satellites.
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1.1 Introduction

Les particules colloidales les plus communément rencontrées sont sphériques en raison de la
minimisation d’énergie de surface lors de leur formation. Au cours des derniéres décennies,
ces particules ont servi de modéles de sphéres dures pour imiter les atomes et sont par
conséquent souvent nommées atomes colloidaux dans ce contexte.! Des développements
majeurs ont été réalisés grace a cette analogie. De par leur taille mésoscopique, les vi-
tesses de déplacement des atomes colloidaux sont fortement réduites comparées & celles
des systémes atomiques et permettent ainsi de suivre en détail la formation d’un germe
cristallin. Par exemple, I’auto-assemblage en milieu aqueux de particules isotropes mono-
disperses aida & comprendre les mécanismes de cristallisation et de transition de phase.?3
La cristallisation des atomes colloidaux en cristaux colloidaux est un procédé purement
entropique ot 'augmentation de la concentration permet de passer d’un état désordonné a
un état ordonné. Les structures cubiques faces centrées (CFC) et hexagonal compact (HC)
qui sont les plus compactes sont favorisées thermodynamiquement. Cependant ce procédé
est long en raison de la stabilité colloidale des particules et de la forte viscosité des sus-
pensions concentrées. Ainsi, la cristallisation d’éléments métalliques peut facilement étre
répliquée par auto-assemblage d’atomes colloidaux notamment pour mettre en évidence la
formation de défauts tels que les joints de grain, les défauts d’empilement ou encore les

domaines polycristallins.

Des cristaux colloidaux plus complexes furent obtenus en travaillant avec des mélanges
binaires d’atomes colloidaux.? Il est par exemple possible de jouer sur les charges de surface
des particules de charges opposées ou sur leur différence de taille pour obtenir des cristaux
colloidaux avec des symétries AB, ABs, AB3, AB4, AB5, ABg et ABj3, structures analogues
aux cristaux ioniques NaCl, AlBy, MgZny, CaBg ou NaZn;3.?

En revanche, les cristaux covalents, constitués exclusivement de liaisons covalentes tels
le diamant, le carbure de silicium, etc, restent pour le moment inimitables a partir de
particules colloidales sphériques. Les principaux verrous empéchant ’obtention de telles
structures sont le faible nombre de coordination et la directionnalité des interactions entre
atomes colloldaux. La structure diamant posséde un facteur de compacité de 0,34 contre
0,74 pour une structure CFC, et est constituée d’atomes de valence 4 (hybridation sp? de
I’atome de carbone). Pour les imiter & I’échelle colloidale, une solution serait que les atomes
colloldaux soient encodés avec des instructions pour fixer le nombre d’interactions et leurs
directions. Pour cela la surface des atomes colloidaux doit étre décorée de « patchs collants »
ou de discontinuités topologiques telles que des cavités pour que les atomes colloidaux
voisins puissent s’y ancrer comme cela a pu étre démontré lors de simulations.% "8 Ces
deux types de patchs ont été conceptualisés respectivement comme patchs enthalpiques et

patchs entropiques.
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1.2 Les molécules colloidales

L’assemblage de particules & la fois isotropes et isométriques ne conduit qu’a quelques
structures simples. Depuis quelques décennies, il existe un engouement autour de la syn-
thése de cristaux colloidaux complexes supposés présenter des propriétés exceptionelles,
notamment dans le domaine de l'optique.® En effet, Soukoulis et coll. rapportérent au
début des années 90 qu'une structure diamant obtenue & partir de particules colloidales
tétraédriques permettrait de fabriquer un cristal photonique & bande interdite compléte.!?
Le terme « molécule colloidale » fut évoqué pour la premiére fois par van Blaaderen en
2003 pour décrire des clusters colloidaux robustes formés par I'assemblage de particules
sphériques assimilées & des atomes.! Ces molécules colloidales devraient permettre ’obten-
tion de structures plus complexes dont la morphologie est programmeée. Une classification
de ces molécules colloidales fut proposée par Duguet et al. en se basant sur le formalisme
de Gillespie dérivé du modéle vSEPR!! (figure 1.1).

Dans cette revue, les stratégies de synthése de molécules colloidales sont classées en trois
catégories : par assemblage contrdélé de particules préformées, par séparation de phases et

par nucléation-croissance.

1.2.1 Formation de molécules colloidales par assemblage con-

trolé

Cette voie de fabrication repose sur la formation controlée de clusters via des forces capil-
laires, de van der Waals, de déplétion mais également via des interactions électrostatiques

ou encore par coalescence, liaisons chimiques ou confinement géomeétrique.'?

1.2.1.1 Assemblage par confinement 3D

L’article fondateur de van Blaaderen® déja évoqué fut inspiré par les travaux de Manoharan
et al. dans lesquels des microsphéres de PS sont confinées au sein de gouttelettes d’une
émulsion d’huile dans I'eau.'® L’élimination controlée du liquide constituant ces gouttelettes
géneére des forces rapprochant les particules entre elles. Une fois les sphéres en contact les
unes avec les autres a la surface de la gouttelette, éliminer davantage d’huile force la
gouttelette & se déformer, produisant ainsi des forces capillaires puis éventuellement un
réarrangement rapide des particules en clusters selon le principe de la minimisation de
second moment. Lorsque 'huile est quasiment entiérement éliminée, les forces de van der

Waals sont dominantes, collant les particules entres elles (figure 1.2).
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FIGURE 1.2 - Formation de clusters composés de microparticules de polystyrene. (a) Clichés de
microscopie optique et schémas (encarts) du processus d’arrangement des microsphéres de PS;
(b) Clichés MEB et schémas des différentes molécules colloidales obtenues.’® Barres d’échelle :

(a) 10pm; (b) 1pm.

Cependant, la polydispersité en taille des gouttelettes d’huile engendre la formation d’une
multitude de géométries (tétraédres, octaédres, etc) du fait de la présence d’'un nombre
variable de microsphéres par gouttelette. Ces morphologies ont néanmoins pu étre triées par
centrifugation en gradient de densité. La distribution du nombre de sphéres par gouttelettes
peut étre rendue beaucoup plus étroite en contrélant et en diminuant le diamétre de ces
derniéres.'* Cette méthode de formation de molécules colloidales fut ensuite adaptée aux

15,16

particules de poly(méthacrylate de méthyle) (PMMA) et de silice avant que le procédé

ne soit étudié quelques années plus tard par simulations Monte Carlo pour donner des

résultats en adéquation avec les résultats expérimentaux.'”

1.2.1.2 Assemblage par coalescence

Kraft et al. décrivirent une autre maniére de former des molécules colloidales via 1’as-
semblage des sous-unités entre elles.'® En chauffant des particules de Ps réticulé gonflées
de monomeére, il est possible de faire croitre & leur surface une protrusion liquide. Aprés
agitation pendant plusieurs jours, des molécules colloidales sont obtenues par coalescence
des protrusions. Cette fusion est favorisée par la diminution d’énergie de surface entre les
protrusions et la phase aqueuse. Finalement, une étape de polymérisation permet de solidi-

fier la partie liquide centrale pour donner des molécules colloidales allant des morphologies
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AX a AXy (figure 1.3a). La forme des particules peut étre modulée en jouant sur la taille
des germes, I’hydrophobie de leur surface, et le taux de gonflement. A haut taux de gon-
flement, des protrusions plus grandes que le germe initial sont obtenues. L’assemblage de
tels objets conduit & des molécules colloidales imitant les molécules d’eau ou d’ammoniac
(figure 1.3b,c).t?

FI1GURE 1.3 - Clichés MEB de molécules colloidales de polystyréne obtenues par coalescence.
(a) Clichés MEB de molécules colloidales de morphologies de types AX o AXo'®; (b) clichés
MEB de dimeéres pouvant imiter la molécule d’eau et (c) de triméres pouvant imiter la molécule
d’ammoniac.’® Barres d’échelle : 200 nm.

1.2.1.3 Assemblage par interactions électrostatiques

Des molécules colloidales furent obtenues & partir de particules anisotropiquement fonc-
tionnalisées par « lithographie particulaire ».2° Cette technique consiste dans un premier
temps & laisser des particules de PS chargées positivement adhérer & un substrat chargé
négativement. Ensuite, des macromolécules de Ps sulfonate sont ajoutées pour recouvrir la
particule excepté dans la région « lithographiée » proche du substrat ot le polyélectrolyte
ne peut pas accéder. Le mélange de ces particules ayant un patch positif avec des particules
chargées négativement conduit aprés 24 h a la formation d’hétérodoublets avec un rende-
ment de 40%. Cette méthode permit par ailleurs de synthétiser des triméres analogues
a la molécule d’eau, c’est-a-dire avec une morphologie AXsEs en décorant la surface des

sphéres de deux patchs orientés & environ 90 degrés par rapport au centre.?!

1.2.1.4 Assemblage par liaisons chimiques

L’utilisation de molécules est également une maniére d’assembler des particules entre elles
afin de former des molécules colloidales. Ces molécules peuvent étre aussi bien des agents
de couplage conventionnels?? que des biomolécules complexes type oligonucléotides?® dont

le cas est traité dans la partie 1.2.1.5.

Des nanoparticules d’or fonctionnalisées par des triphénylphosphines peuvent par exemple

étre assemblées par liaisons covalentes & 1’aide de dithiols ou par liaisons ioniques avec
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des diamines.?? L’utilisation de molécules synthétiques possédant un nombre précis de
fonctions capables de réagir avec une particule permet d’en controler le nombre au sein
d’un cluster. Ainsi, Feldheim et coll. utilisérent des polyphénylacétylénes ayant deux &

quatre groupements thioacétyle pour former des clusters de nanoparticules d’or (figure
1.4).2

S fOFOs¢€ o
===,

30 nm

10 nm 10 nm

FIGURE 1.4 — Assemblage de particule d’or par utilisation de polyphénylacétylénes. (a) Formules
chimiques des molécules utilisées pour ponter les particules d’or; (b) clichés de microscopie élec-
tronique en transmission (MET) des clusters obtenus.?*

La morphologie du cluster dépend de la symétrie de la molécule utilisée. Des diméres, tri-
meéres ou tétrameéres furent obtenus. La distance entre les particules les constituant dépend
de la taille de la molécule. Les tétrameéres peuvent ainsi étre tétraédriques (X4) ou carrés
(c-X4). Des purifications par chromatographie d’exclusion stérique ou par centrifugation

permettent de collecter des fractions enrichies en une morphologie jusqu’a 60-70 %.

1.2.1.5 Assemblage par hybridation d’ADN

Une autre méthode d’assemblage consiste & utiliser le caractére « collant » des monobrins
d’acide désoxyribonucléique (ADN). L’ADN est une macromolécule composée de nucléo-
sides (une base nucléique liée & un désoxyribose) reliées entres elles par des groupements
phosphate. Quatre bases nucléiques composent ’ADN : I’adénine (A), la cytosine (C), la
guanine (G) et la thymine (T). Les bases nucléiques d’un brin d’ADN peuvent interagir
avec les bases nucléiques d’un autre brin d’ADN a travers des liaisons hydrogéne régissant
I’appariement entre les paires de bases. Deux liaisons hydrogéne apparient ’adénine et la
thymine alors que trois liaisons hydrogénes lient la cytosine et la guanine (figure 1.5). Cet
assemblage est réversible & partir d’une température appelée température de fusion qui
est fonction de la longueur des chaines mais également du pH, de la salinité ou encore des
séquences de bases. La possibilité de contréler indépendamment la spécificité et la force
d’une liaison ainsi que sa température de fusion rend I’ADN un outil puissant et polyvalent
pour la synthése de briques élémentaires intelligentes programmeées pour s’auto-assembler

et donner une multitude de nouvelles structures complexes.
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FIGURE 1.5 — Structure et appariement des paires de bases de |’ADN.

Comme démontrée dans les années 90 par les équipes de Alivisatos et de Mirkin, la for-
mation de molécules colloidales peut étre contrélée grace a ’hybridation entre des brins
d’ADN de séquences complémentaires ancrés a la surface des particules colloidales mises en
jeu.25,26,27,28

Dans ce contexte, une des utilisations les plus intéressantes de I’ADN est basée sur les ori-
gamis ADN dont la structure consiste en un long plasmide simple brin plié par de multiples
agrafes synthétiques de petite taille dans le but de lui donner la forme souhaitée. Cette
haute modularité permet de programmer 'assemblage de particules colloidales pour ob-
tenir une grande diversité de morphologies. Gang et coll. rapportérent la fabrication de
molécules colloidales de type AXg ou AX4Es & partir de particules d’or isotropes dont les
interactions directionnelles et spécifiques sont guidées par des origamis ADN.2? Mao et coll.
utilisérent quant a eux des nanocages d’ADN pour enfermer des particules d’or et diriger
'assemblage vers des morphologies AX,y avec un rendement de 67 % (figure 1.6a-c). Varier
la forme de la cage permet de controler la géométrie de la molécule colloidale fabriquée.
Les auteurs purent ainsi obtenir des morphologies AXg de géométrie octaédrique ou pris-
matique trigonale (figure 1.6d-i). Des molécules colloidales plus complexes telles que celle

imitant 1’éthane purent également étre obtenues (figure 1.6j-1).3°

Une autre approche consiste a utiliser des particules asymétriques pour réaliser ’assem-
blage. Diverses méthodes apportant l'asymétrie ont été rapportées. Elles permettent de
générer des intéractions dirigées en nombre controlé. Sleiman et coll. proposérent ainsi
une méthode pour obtenir un auto-assemblage structuré reposant sur 'impression mo-
léculaire.?! Quatre brins d’ADN de séquences uniques sont placés sur une nanostructure
d’ADN servant de moule. L’extrémité de ces brins d’ADN dispose de deux cycles disulfides
capables de créer des liaisons covalentes avec une particule d’or de 10nm. L’augmenta-
tion de la température au-dessus de la température de fusion permet de désolidariser le
moule de la particule d’or qui conserve alors les brins d’ADN & sa surface et devient asymé-
trique. L’ajout successif de particules d’or de 6 nm fonctionnalisées chacune par des brins

complémentaires de I’'un des brins présents sur la particule de 10 nm permet de confirmer
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FIGURE 1.6 - Assemblage guidé par manocage d’ADN. (a) Schéma du procédé de fabrication
de la molécule colloidale de type CHy ; (b) reconstruction 3D de la molécule colloidale AX, par
cryoEM et (c¢) cliché de cryoEM brut correspondant. (d, g) Schémas du procédé de fabrication
respectif des molécules SFs et W(CHs)2 par cryoEM ; (e, h) reconstruction 3D des molécules
colloidales SF¢ et W(CHs)o respectivement; (f, i) clichés de cryoEM bruts correspondants; (j)
Schéma du procédé de fabrication de la molécule colloidale d’éthane ; (k) reconstruction 8D de la
molécule d’éthane par cryoEM ; (1) cliché de cryoEM brut correspondant.®’’ Barres d’échelle : (b,
e, h) 10nm; (k) 15nm.

lasymétrie de cette particule (figure 1.7a). Les auteurs observérent ces assemblages par
MET dont le rendement diminue au fur et & mesure qu’un satellite supplémentaire est cou-
plé (figure 1.7b). Les objets indésirables formés sont principalement issus du pontage de
deux particules asymétriques par une particule satellite. Les auteurs réalisérent également
I’assemblage de particules satellites avec des longueurs de chaine ADN différentes afin de

discriminer les particules plus facilement (figure 1.7¢).
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FIGURE 1.7 — Impression moléculaire de brins d’ADN en surface et auto-assemblage de nano-
particules d’or par hybridation des brins d’ADN. (a) Procédé de transfert de brins d’ADN d’un
échafaudage ADN 3D & une nanoparticule d’or; (b) hybridation spécifique de satellites fonction-
nalisés avec les brins complémentaires aux quatre présents sur NP10-Asym; (c) couplage de
satellites avec des brins complémentaires de longueurs différentes.’?

1.2.2 Formation de molécules colloidales par séparation de
phases lors de polymérisations en émulsion ensemen-

cées

La polymeérisation en émulsion est un procédé en milieu hétérogéne permettant la synthése
de dispersions colloidales stables de particules polymeéres dans 1’eau appelées latex.3? Ces
derniéres font généralement entre 50 et 800 nm. L’une des caractéristiques importantes
de la polymérisation en émulsion est le controle de la morphologie des particules. Des
objets coeur-écorce ainsi que d’autres morphologies peuvent étre fabriqués par additions
successives de différents monomeéres. Des morphologies haltéres peuvent étre obtenues grace
au phénomeéne de séparation de phases. L’anisotropie est induite par la formation d’une
protrusion engendrée par I’ajout puis la polymérisation d’un second monomére immiscible
avec la matrice polymeére réticulée. Afin de prédire la morphologie finale des particules,
des théories prenant en compte les aspects géométrique, thermodynamique et cinétique
furent proposées.?>3* Le procédé de séparation de phases est favorisé par ’augmentation
du taux de gonflement, le taux de réticulation, la taille du germe, la température ou la
concentration de ’agent réticulant dans le mélange de monoméres gonflants. Dans certains
cas, lorsque le germe de latex est plus polaire que le second polymeére et quand la Tg du
second polymére est inférieure & la température de polymeérisation, plusieurs protrusions
peuvent étre formées simultanément. Cependant leur nombre, leur taille et leurs positions
a la surface du germe ne sont pas contrdlées. Le procédé de polymérisation en émulsion
fut récemment revisité de maniére a préparer des microparticules latex plus complexes

composées de polymeéres différents et/ou avec des formes plus sophistiquées.3% 36:37:38
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En effet, Kim et al. prirent avantage de la différence de taux de réticulation entre différents
lobes pour contrer les effets de tension de surface et ainsi obtenir une directionnalité repro-
ductible lors de la séparation de phases.®® A partir de diméres dont chaque nodule de PS
est réticulé & un taux contrélé différent, des trimeéres linéaires ou triangulaires peuvent étre
formés. Le troisiéme nodule pousse soit du cé6té du nodule le moins réticulé, soit de maniére
perpendiculaire aux deux nodules s’ils présentent un taux de réticulation identique. Des
tétrameéres peuvent aussi étre formés selon le méme protocole que les triméres mais avec

20 % d’agent réticulant en plus.

A partir de particules de Ps réticulées, Park et al. réalisérent la synthése de molécules
colloidales présentant la symétrie AXoEy des molécules d’eau (figure 1.8a-d).3¢ En faisant
varier le taux de gonflement lors de la quatriéme et derniére étape, ils furent capables de

modifier ’angle entre les deux lobes externes.

Plus récemment, Peng et coll. rapportérent que des molécules colloidales peuvent étre
obtenues en une étape a partir de particules sphériques de PMMA réticulé de 3 pm.?” Grace a
la microscopie optique, les auteurs constatérent en temps réel la coalescence des nombreuses
gouttelettes de monomeére & la surface du germe pour former éventuellement des protrusions
de part et d’autres de ce dernier. L’agitation permet non seulement d’accélérer le processus
de croissance de ces protrusions mais également d’assembler les protrusions inter-germes
pour former des molécules colloidales. Ainsi, ils furent capables eux aussi de synthétiser des
molécules colloidales AX9Es en plus des AX3E mimant la molécule d’ammoniac comme le
montre la figure 1.8e-h. Une ultime étape de polymérisation est nécessaire afin de solidifier

la structure.

FIGURE 1.8 — Molécules colloidales de types AXzEg et AXsE obtenues par séparation de phases.
(a, b) Clichés MEB de molécules d’eau colloidales avec angles de liaison différents; (c, d) Sché-
mas correspondants.’® (e) Cliché MEB d’une molécule d’eau colloidale ; (f) molécule d’ammoniac
colloidale ; (g, h) schémas correspondants.®” Barres d’échelle : (a, b) 10pum; (e, f) Sum.

Yang et al. montrérent également la synthése de molécules colloidales HoO et NH3 consti-
tuées dans ce cas d’un cceur de PS et de patchs de poly(4-vinylpyridine).3® La morphologie
finale, c’est-a-dire le nombre de protrusions créées, dépend de la viscosité des particules

polymeéres dictée par la quantité de solvant gonflant et par le type d’agent réticulant utilisé.
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1.2.3 Formation de molécules colloidales par nucléation-croi-

ssance controlée

Des molécules colloidales de quelques centaines de nanométres peuvent également étre for-
mées grace a la nucléation et la croissance de particules satellites a la surface d’une particule
inorganique centrale. Notre équipe développa un procédé de synthése pour fabriquer des

molécules colloidales hybrides silice/Ps dont la morphologie est contrélable (figure 1.9a).3?

En effet, des particules de silice peuvent étre utilisées comme germes dans une polymé-
risation en émulsion du styréne ensemencée. Pour cela, leur surface doit étre pourvue de
fonctions copolymérisables permettant de promouvoir la nucléation de particules de ps. La
molécule choisie comme agent compatibilisant est généralement un alcoxysilane compor-
tant un groupement méthacrylate tel que le méthacryloxyméthyltriéthoxysilane (MMS). Les
caractérisations par cryoEM démontrérent qu’en début de polymérisation, de nombreux pe-
tits nodules de PS sont présents a la surface du germe.“? Par contrainte stérique, ce nombre
diminue au fur et & mesure que la polymérisation progresse et que les nodules grossissent.
La morphologie finale peut étre controlée via divers leviers tels la concentration et le dia-
métre des germes, la concentration en monomeére ou encore la fraction en SDS, co-tensioactif
anionique utilisé en proportion variable avec le 4-nonylphényl polyéthyléne glycol (NpP30).
Cette méthode permet ’obtention de multipodes & des rendements morphologiques compris
entre 75 et 80 %, particuliérement pour les morphologies AX, (figure 1.9b), AXg et AXjo
dérivées des solides de Platon que sont le tétraédre, Poctaédre et I'icosaédre.*142 D’autres
morphologies d’intérét telles que AX, AX, et AX3 peuvent également étre synthétisées,
notamment en remplacant le MMS par le méthacryloxypropyltriméthoxysilane (MPS) plus
hydrophobe.*3

a b
1 = 2 - 3
- 08—
nanoparticule de germe de tétrapode | —

silice silice PS/silice
FIGURE 1.9 — Procédé de synthése de multipodes silice/polystyréne par polymérisation en émul-
sion ensemencée. (a) Schéma du procédé de synthése d’un tétrapode silice/Ps : (1) fonctionna-
lisation de la surface de la particule de silice par un agent compatibilisant (MMS), (2, 8) poly-
mérisation en émulsion du styréne; (b) cliché MET d’une molécule colloidale AX,;.%% 44 Barre
d’échelle : 100nm
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1.3 Les particules a patchs

Bien que le concept de molécules colloidales énoncé par van Blaaderen date maintenant de
plus de dix ans, trés peu d’assemblages de molécules colloidales en structures complexes
telles que les cristaux colloidaux ont été réalisés. A ce jour, les travaux les plus prometteurs

sont certainement ceux de Ducrot et al.*®

Leur stratégie consiste a assembler des sphéres
de Ps de 780 nm avec des molécules colloidales de Ps tétraédriques préalablement formées.
La surface de chaque brique élémentaire est modifiée avec des brins d’ADN complémen-
taires pour créer des interactions attractives entre les tétraedres et les sphéres de PS. La
cristallisation a lieu en abaissant trés lentement la température autour du point de fusion
des double brins d’ADN. Ainsi, une structure de type MgCus est formée. Cette structure
est composée de deux sous-structures, une structure diamant, composée par les sphéres de

780 nm et une structure pyrochlore formée par les tétracdres (figure 1.10).

¥aw

Diamant Pyrochlore MgCU2
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FIGURE 1.10 — Assemblage de particules colloidales en structures MgCus. (a) Schémas de la
structure MgCug et des deuz sous-structures la composant, le diamant en vert et le pyrochlore en
rouge; (b) schéma de la formation de la structure MgCug par assemblage de molécules colloidales
de Ps X, (en rouge) avec des particules de Ps (en vert) par hybridation de leurs brins d’ADN
complémentaires ; (c) Cliché de microscopie de fluorescence de la structure MgCug obtenue par
refroidissement lent autour du point de fusion, ’encart est un cliché MEB de cette structure.
Barre d’échelle : 1pum.

Dans le but d’atteindre un cristal photonique & bande interdite compléte, il faut que le
contraste d’indice de réfraction entre les deux matériaux soit supérieur a 2. Pour cela, il
est envisageable que ces deux sous-structures soient composées de matériaux de natures
chimiques différentes. Par exemple, des particules de titane peuvent étre utilisées pour la
structure diamant. La structure pyrochlore peut quant a elle étre formée d’un matériau
sacrificiel (par exemple le PS) dont I’élimination permettrait de ne laisser que la structure

diamant.

Les particules utilisées lors de ces travaux furent préparées selon un protocole établi
quelques années auparavant par la méme équipe.*® Cette technique consiste a adsorber
la partie hydrophobe des chaines de copolyméres & blocs PS-b-PEG-N3 en surface de par-
ticules de ps. Cette particule est ensuite gonflée par ajout de THF, ce qui permet a la

fois d’augmenter la surface disponible pour loger davantage de chaines de PS-b-PEG-N3 et
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d’enchevétrer les chaines de Ps des deux entités. La particule est ensuite dégonflée puis des

brins d’ADN sont greffés par chimie click (figure 1.11).
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FIGURE 1.11 - Stratégie de greffage de brins d’ADN a haute denszte. (1) Les chaines polyméres
s’adsorbent a la particule de Ps avec leur partie hydrophobe constitué de PS (en rouge); (2) La
particule est gonfiée par ajout de THF. Les chaines de PS-b-PEG-Ns déja présentes s’ancrent a
la surface. De nouvelles chaines s’ancrent également sur la nouvelle surface disponible due au
gonflement. (3) La particule est dégonflée par ajout d’eau. (4) Un brin d’ADN 8 bases est couplé
a la chaine PS-b-PEG-Ng par chimie click.
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Elles possédent une densité de greffage élevée d’un brin d’ADN par 14 nm?, soit un gref-
fage au moins dix fois plus dense que ceux rapportés jusqu’alors.*”48 Cela est nécessaire
pour permettre aux particules fonctionnalisées de surmonter les barriéres cinétiques afin
d’autoriser le réarrangement et donc la cristallisation de microparticules pour former les

structures pour lesquelles elles avaient été programmeées.

Toujours dans 'optique de synthétiser des cristaux non-compacts, un autre concept vit le
jour : les particules a patchs. L’idée sous-jacente a ce concept est d’étendre la notion de
valence a I’échelle colloidale. En effet, dans une molécule, un atome est capable de former
un nombre limité de liaisons parfaitement orientées dans I’espace en fonction de sa valence.
Par exemple, le carbone peut étre hybridé sp?, sp? ou sp lui permettant d’avoir quatre, trois
ou deux voisins situés respectivement aux sommets d’un tétraédre, d’un triangle équilatéral
et d’un segment. L’enjeu est donc de conférer aux particules colloidales des informations
permettant de simuler une valence précise critique pour ’auto-assemblage. Ces particules
structurées en surface sont appelées particules a patchs. Comme le montre la figure 1.12, il
s’agit de particules présentant un nombre contrélé de discontinuités pouvant étre chimiques
(patchs enthalpiques) ou topologiques (patchs entropiques). Dans certains cas, les patchs

peuvent étre a la fois enthalpiques et entropiques.
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Patchs enthalpiques Patchs entropiques
-) -t I "
patchs patchs patchs
surfaciques cavitaires nodulaires

FIGURE 1.12 - Différents types de patchs existants.

1.3.1 Les particules a patchs, un outil d’abord virtuel

Le concept de particules & patchs fut proposé en 2005 par ’équipe de Glotzer dans le but
de résoudre le probléme de cristallisation de la phase diamant dans leurs simulations.5
Ces simulations Monte-Carlo utilisent le modéle de sphéres dures ayant un potentiel de
répulsion et étant décorées de patchs attractifs directionnels. En imaginant une particule
dotée de quatre patchs, cette équipe fut capable d’obtenir une structure diamant & partir
d’un état désordonné (figure 1.13a). Cette cristallisation est néanmoins fortement favorisée
par I'ajout d'un germe.® Sciortino et coll. montrérent qu’en fait le diagramme de phase
est trés riche avec plusieurs lignes de co-existence (figure 1.13b) indiquant que auto-
assemblage des particules tétraédriques a quatre patchs en une phase diamant n’est pas
chose aisée.” Par ailleurs, le groupe de Glotzer montra que des structures auto-assemblées
complexes peuvent cristalliser uniquement grice a ’entropie générée par la présence de
facettes sur les particules mises en jeu. La phase diamant peut entre autres étre obtenue par
assemblage de particules sphériques facettées de maniére tétraédrique & condition qu’elles

aient le bon taux de facettage® (figure 1.13c).
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FIGURE 1.18 — Simulations sur les particules & quatre patchs. (a) Modéle de particule & quatre
patchs proposé par Glotzer et coll. pour Uobtention de la structure diamant colloidale.® (b) Dia-
gramme de phase de particules colloidales & quatre patchs.” (c) Diagramme de phase de particules
tétraédriques plus ou moins facettées.®

Outre les particules & quatre patchs, Sciortino et coll. s’intéressérent également aux sys-
témes a un, deux, trois ou encore cing patchs surfaciques.??°0:51:52 En s’appuyant sur les
travaux expérimentaux de Granick et coll.,>® Romano et Sciortino étudiérent la cristallisa-
tion de particules & deux patchs et constatérent la formation d’un réseau kagomé a faible
densité et la formation d’un réseau hexagonal & haute densité dans le cas ol deux interac-

tions par patch ont lieu (figure 1.14a).54’55 Ce constat fut aussi montré par Doppelbauer
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et al. pour I'assemblage de particules & trois patchs. A basse pression, la structure avec
le minimum d’énergie est le nid d’abeille, tous les patchs sont impliqués dans une liaison.
A haute pression, c’est la structure hexagonale qui est la moins énergétique. Le nombre

de liaisons effectuées par les patchs joue alors un réle mineur en terme d’énergie (figure

1.14b).56

a

Pression

Force d’interaction
FIGURE 1.14 - Simulations sur les particules a deux et trois patchs. (a) Diagramme de phase

des particules triblocs.”® (b) Configurations avec le minimum d’énergie pour un systéme constitué

de particules & trois patchs & basse et haute pression.”°

L’ensemble des travaux de simulation montre bien & quel point il est important de maitriser
la synthése des particules a patchs. En effet, seul le controle des divers paramétres tels le
nombre de patchs, leur taille, leur position les uns par rapport aux autres et la nature
de l'interaction permettra d’atteindre les structures complexes convoitées (figure 1.15).%7

Ces patchs peuvent étre surfaciques, nodulaires ou cavitaires et développer des interactions

enthalpiques et/ou entropiques.

a b c
position taille
des patchs des patchs
|
nombre interaction
de patchs

forme
FI1GURE 1.15 — Contréle de l’auto-assemblage par le contréle de la structuration de surface des
particules & patchs. (a) Schéma présentant les différents paramétres modifiables pour contréler
Uauto-assemblage des particules o patchs®” ; (b-d) Schémas des structures diamant, graphéne et
carbyne pouvant étre répliquées a l’échelle colloidale via l'utilisation d’atomes colloidaux respec-

tivement tétravalents, trivalents et bivalents.
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1.3.2 Synthése de particules & patchs
1.3.2.1 Les particules monopatchs

Les particules a patchs peuvent étre vues comme une extension des particules Janus, in-
troduites par de Gennes en 1991.58 Initialement, les particules Janus étaient des particules
sphériques composées de deux hémispheres distincts (hydrophile/hydrophobe, ...) pouvant
alors étre assimilées a des particules monopatchs si ’on considére que 'un des hémisphéres
est attractif ou collant et I’autre est neutre voire répulsif. La méthode de fabrication consista
& déposer les particules sur un substrat solide et les recouvrir d’un film de vernis d’épaisseur
controlée pour protéger la particule dont la partie exposée était traitée avec de 'octadécyla-
mine pour la rendre hydrophobe.?% %0 Le vernis fut ensuite dissous pour libérer la particule
disposant alors de deux hémisphéres chimiquement différents. Cette technique n’est ce-
pendant pas applicable aux particules de tailles inférieures au micron. C’est pourquoi, au
cours des trois derniéres décennies, de nombreuses études ont été menées par la commu-
nauté scientifique afin de dissymétriser tout type de particules quelles que soient leur taille

et leur nature chimique.61,62:63,64,65,66 Geyjls quelques exemples sont détaillés ci-dessous.

1.3.2.1.1 Dépot en incidence rasante (GLAD)

Le dépot en incidence rasante (Glacing Angle Deposition en anglais) fut développé par
Pawar et al. dans le but de recouvrir partiellement une monocouche dense de particules
isotropes par un métal ou un oxyde métallique par évaporation sous vide. Chaque particule
est masquée par ses proches voisines et c¢’est pour cela que la taille, la forme et la position
des patchs déposés peuvent étre controlées par I'angle de dépot et ’angle d’orientation de

la monocouche (figure 1.16).57

a 6= 30° 6=2°
a=0° a=15° a=0° a= 14°
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FIGURE 1.16 — Technique de dépdt en incidence rasante. (a) Schémas en coupe montrant a
gauche l'angle d’incidence 0 et a droite l'angle d’orientation a de la monocouche dand le cas ot
celui-ci est de 30° par rapport aux vapeurs incidentes. (b) Clichés MEB de particules & différents
angles de dépot et d’orientation de la monocouche (ligne supérieure) et simulations correspon-
dantes (ligne inférieure).®” Barres d’échelle : 2 pum.

dépot vapeur d'’Au
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1.3.2.1.2 Emulsion de Pickering

Une autre fagon de masquer partiellement la surface d’'une particule a été décrite par Gra-
nick et coll.®® Les particules & dissymeétriser servent dans un premier temps de stabilisants
aux gouttelettes de cire liquide présentes dans une émulsion dans I’eau lorsque la tempéra-
ture du milieu est supérieure a la température de fusion de la cire. Aprés refroidissement
et solidification de cette derniére, les particules sont partiellement piégées et leur surface

accessible peut étre modifiée chimiquement® ou topologiquement.”™

Dans leurs travaux, Kadam et al. utilisérent des particules de silice de 80 nm fonctionnali-
sées en surface par des groupements azoture pour réaliser I'émulsion de Pickering.%? Cette
fonctionnalisation permet de greffer d’autres molécules par chimie click. Ainsi dans un
premier temps, de la biotine est couplée aux azotures non masqués par la cire. Aprés dis-
solution des billes de cire et redispersion des particules de silice, les nouveaux groupements
azotures disponibles sont couplés a la ferritine alors que les biotines sont utilisées pour
attacher de la streptavidine. Des nanoparticules d’oxyde de fer et d’or de 10 nm marquent
respectivement la ferritine et la streptavidine pour une visualisation aisée en MET (figure
1.17a). L’analyse statistique sur 50 particules montre que 24 % des particules présentent
les deux protéines chacune présente sur des faces distinctes, 60 % sont Janus mais ne sont

fonctionnalisées que par une seule protéine et 16 % ne sont pas Janus.

L’équipe de Yang réalisa quant a elle une modification topologique de la partie non pro-
tégée des billes de silice de 320nm de diameétre & l'aide d’une solution de NHy4F voire
d’'un mélange NH,F/HF. Les particules sont attaquées chimiquement uniquement la ou
elles ne sont pas protégées. Plus la durée du traitement est élevée et plus la silice est at-
taquée pour former une particule de type champignon comme le montre la figure 1.17b.
En utilisant la méme stratégie sur des particules préalablement fonctionnalisées par le 3-
acryloxypropyl triméthoxysilane, du PS peut étre obtenu par polymérisation en émulsion
uniquement sur la partie qui était protégée (figure 1.17¢c). L’ajout en goutte a goutte du
monomeére et de I’amorceur provoque une séparation de phases durant la polymérisation

et des « nanofleurs » sont obtenues sur la partie non attaquée chimiquement.™
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FIGURE 1.17 — Synthése de particules asyméiriques par émulsion de Pickering. (a) Cliché
MET d’une particule de silice de 80nm fonctionnalisée d’un coté par la ferritine et de l'autre
par la streptavidine. Ces zones sont marquées respectivement par des manoparticules d’oryde
de fer et des manoparticules d’or® ; (b) cliché MEB d’une particule de silice de morphologie
champignon obtenue aprés attaque chimique de la surface non-protégée; (c) cliché MET d’une
particule silice/Ps ou le chapeau de Ps n’est présent que sur la partie de la silice présentant des
groupements vinyle. Une image MEB est présentée en encart (les deuzx échelles représentent la
méme longueur) ; (d) cliché MEB d’une particule silice/Ps ot le Ps forme une nanofleur sur la
surface présentant des groupements vinyle.”’ Barres d’échelle : (a) 25nm; (b-d) 250 nm.

1.3.2.1.3 Séparation de phases

La fabrication de particules Janus comportant un patch cavitaire fut également décrite
dans la littérature. La stratégie utilisée par Pine et coll. consiste & former des oligomeéres

S.7L72 Par séparation de phases, ces oligomeéres

par hydrolyse et polycondensation du MP
produisent des gouttelettes d’huile dans l'eau dont la taille est contrélée par ajout de
MPS. La seconde étape consiste a polymériser les groupements méthacrylate grace a un
amorceur tel que le persulfate de potassium. Une écorce réticulée est alors formée autour
de la gouttelettes d’huile. La réaction est alimentée par des oligoméres provenant de la
gouttelette qui joue alors a la fois le role de germe et de réservoir. L’écorce finit par

s’effondrer, laissant alors une cavité se former (figure 1.18).

a

nucléation réticulation polymérisation effondrement
croissance écorce coeur

FIGURE 1.18 — Synthese de particules & patch cavitaire. (a) Schéma du procédé d’obtention” ;
(b) cliché MEB.”® Barre d’échelle : 2 pum.
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1.3.2.2 Les particules a deux patchs et plus

La synthése de particules & patchs, c’est-a-dire celles possédant au moins deux patchs, se

73,74 Néanmoins,

révéle étre plus compliquée. Quelques revues & ce sujet sont disponibles.
plusieurs équipes de recherche travaillent sur le sujet et plusieurs méthodes de synthése de

particules a patchs ont été publiées.

En partant de molécules colloidales micrométriques obtenues selon le procédé d’émulsion-
encapsulation,'® 7 Pine et coll. fabriquérent soit des particules & patchs nodulaires soit
des particules & patchs cavitaires. Des particules dont les patchs sont fonctionnalisés par
I’ADN peuvent étre synthétisées a partir de molécules colloidales de PS amidiné.”® Dans un
premier temps le cluster est gonflé de styréne qui est ensuite polymérisé par décomposition
thermique du peroxyde de benzoyle. Le taux de gonflement est tel que I’encapsulation de
la molécule colloidale initiale n’est que partielle. Cette étape permet de moduler la taille
des patchs. Des petits patchs favorisent une bonne directionnalité alors que des patchs
plus grands permettent d’avoir plusieurs interactions par patch. Les patchs sont ensuite
sélectivement fonctionnalisés en milieu aqueux avec la biotine afin de pouvoir y greffer des
brins d’ADN simples (figure 1.19a).

a :
&-0-F-0
Sphéresde  Clusters de Patchs de Particule a

Patchs Patchs Patchs silice silice silice patchs cavitaires
amidinés biotine ADN

Cluster

FIGURE 1.19 — Syntheése de particules a patchs nodulaires et cavitaires a partir de clusters de
géométrie controlée. A gauche : Fabrication de particules & patchs nodulaires. (a) Procédé de
sythese des particules a patchs nodulaires fonctionnalisés par des brins d’ADN. Clichés MEB (b)
des clusters colloidauz amidinés; (c) des clusters aprés encapsulation ; (d) clichés de microscopie
confocale de fluorescence des particules fonctionnalisées ADN.”® Barres d’échelle : 500nm. A
droite : Fabrication de particules a patchs cavitaires (a) Procédé de synthése ; clichés MEB (b) des
clusters de silice ; (c) des clusters silice/MPS ; (d) des particules & patchs cavitaires. (e) Clichés
de microscopie confocale de fluorescence des particules multicavitaires.”” Barres d’échelle : 1 um.

La synthése de particules & patchs cavitaires est basée sur ’encapsulation partielle de
molécules colloidales de silice par le MPS qui est ensuite polymérisé avant que la silice ne
soit dissoute par attaque a 'acide fluorhydrique pour laisser apparaitre des cavités (figure

1.19b).77 Plus récemment ces deux méthodes ont été combinées. En encapsulant la molécule
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colloidale de Ps avec le MPs, la forme des patchs peut étre modifiée de fagon réversible entre

un patch concave et convexe selon la teneur en tétrahydrofurane (THF) dans le milieu.™

Sacanna et coll. mirent au point une méthode permettant de synthétiser aussi bien des
particules & trois, quatre ou six patchs surfaciques que les particules polyédriques corres-
pondantes. Cette méthode est basée sur un processus de « fusion colloidale ».” D’abord
des particules de PS sont arrangées autour d’un coeur liquide constitué d’huile de silicone.
La morphologie parfaite est obtenue grice a deux événements concertés : la coordination
trés rapide des particules autour de la goutte liquide et un mouillage lent permettant au
cluster de se compacter tout en se réarrangeant en un cluster symétrique. L’ajout d’un
plastifiant permet de faire évoluer ce cluster en une sphére possédant des patchs liquides
capables de former des liaisons avec d’autres particules (figure 1.20a, b). Au cours de 'ex-
trusion du ceeur liquide, il existe une microstructure intermédiaire oti ce dernier adopte
une forme polyédrique facettée qui peut étre récupérée par dissolution de la matrice PS
(figure 1.20d).

fusion colloidale

FIGURE 1.20 - Synthése de particules & patchs selon un processus de fusion colloidale. (a)
Images de microscopie optique montrant l’évolution en sphére d’un cluster aprés ajout du plas-
tifiant. (b) Clichés MEB des particules correspondantes avec notamment les particules & patchs
surfaciques aprés polymérisation (encadré vert). (c) Simulations Surface Evolver montrant les
deux chemins de fusion possibles et l’état intermédiaire (encadré orange) du ceur liquide dans le
second cas et (d) image MEB des ceeurs facettés aprés polymérisation.”® Barres d’échelle : 1 pm.

Au sein de notre équipe, des particules a patchs cavitaires furent synthétisées a partir des
molécules colloidales silice/PS obtenues par polymérisation en émulsion ensemencée (cf.
figure 1.9). La stratégie utilisée consiste a faire recroitre le coeur de silice puis a dissoudre les
nodules de Ps (figure 1.21a). Les particules ainsi obtenues possédent des patchs entropiques
de par leur topologie mais sont également enthalpiques. En effet, la présence de chaines de
Ps résiduelles greffées de maniére covalente au fond des fossettes lors de la copolymérisation
avec 'agent compatibilisant fut démontrée par analyse EDX (figure 1.21b). Ces particules a
patchs possédent par conséquent un fort potentiel pour I’assemblage puisque diverses voies

d’assemblage telles que les interactions hydrophobes ou covalentes peuvent étre explorées.
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tétrapode particule a patchs
cavitaires (sp?)
FIGURE 1.21 - Conversion des molécules colloidales en particules a patchs cavitaires. (a)
Schéma du procédé de fabrication : (1) recroissance du ceeur de silice et (2) dissolution des
nodules de PS; (b) cartographie EDX d’une particule a patchs (rouge : silicium, bleu : carbone) ;
(c) cliché MET de particules & quatre cavités.** 5 Barre d’échelle : 100 nm.

1.3.3 Auto-assemblage de particules & patchs
1.3.3.1 Assemblage par voies non-covalentes
1.3.3.1.1 Sous l’effet de forces de déplétion

Les forces de déplétion furent mises en évidence par Asakura et Oosawa en 1954.31 Ce
sont des forces attractives & courtes distances générées par I'expulsion du solvant dans
le volume exclu entre deux particules voisines. Ce phénoméne se produit lorsque lesdites
particules sont en contact avec un agent déplétant. Celui-ci est constitué d’objets de petites
tailles comparé aux particules, généralement des macromolécules. Si la distance entre deux
particules est inférieure a la taille du déplétant, alors ce dernier ne peut pas y loger et seul
du solvant pur s’y trouve. Par pression osmotique, le solvant est expulsé pour aller vers
les zones riches en déplétant causant ainsi le rapprochement des particules. Ces forces sont

aujourd’hui mises & profit en vue de former des molécules colloidales.

Le concept d’interactions clé-serrure fut proposé par Pine et coll.”” En présence de po-
lyéthyléne glycol, des billes de silice ou de poly(acrylate de méthyle) d’1 pm de diamétre
sont ajoutées a des microparticules & cavités préalablement synthétisées (cf. figure 1.19b,
figure 1.22a). La complémentarité des deux formes rend la déplétion particuliérement effi-
cace, permettant 'obtention de molécules colloidales de types AB, ABo, AB3, ABy et AB5
(figure 1.22b-f).

1.3.3.1.2 Sous l’effet d’'un champ magnétique

Pine et coll. travaillérent également sur ’assemblage de particules monopatchs magné-
tiques.82 Des microcubes d’hématite possédant un moment magnétique permanent furent
partiellement encapsulés dans des gouttes d’huile rendues solides par polymérisation radi-
calaire (figure 1.23a). Les interactions magnétiques de courte portée sont empéchées par les
répulsions électrostatiques qui peuvent alors étre écrantées par ajout de sel (figure 1.23b).
La formation et la dispersion d’assemblages purent étre observées en jouant sur le champ
magnétique comme présenté figure 1.23c. La taille du patch magnétique a une importance

concernant le nombre de liaisons que ce dernier peut engendrer avec d’autres particules.
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FIGURE 1.22 - Assemblage de type clé-serrure. (a) Schéma de ’assemblage entre une particule
a trois patchs cavitaires et des spheres satellites induit par des forces de déplétion. (b-f) Clichés
de microscopie en champ clair (haut), confocale de fluorescence (milieu) et schémas des molécules
colloidales obtenues (bas).”” Barres d’échelle : 1pum.

Des petits patchs conduisent a des dimeéres ou des triméres alors que des trop grands patchs
ne permettent plus d’étre sélectif, conduisant & un mélange de morphologies. Des chaines
linéaires purent également étre formées. Ainsi, 'utilisation de particules magnétiques asy-

métriques permet d’engendrer la formation de chaines chirales (figure 1.23d).83
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FIGURE 1.28 — Synthése et assemblage de particules magnétiques monopatchs. (a) Schémas et
clichés de microscopie optique des particules magnétiques monopatchs au cours de leur syntheése ;
(b) clichés de microscopie optique d’une suspension sans sel (& gauche) et d’une suspension avec
sel (a droite); (c) clichés de microscopie optique avec (& droite) ou sans (& gauche) champ
magnétique ; (d) chaine linéaire (en haut) et chaine hélicoidale (en bas) obtenues sous champ
magnétique.5% 83

1.3.3.1.3 Par coordination

La chimie de coordination fut aussi utilisée pour la réalisation d’auto-assemblages. Weck
et coll. synthétisérent deux lots de particules a deux patchs & cet effet® (figure 1.24a). Le
premier lot posséde des patchs fonctionnalisés avec un polymeére tribloc dont I'un des blocs

porte un complexe de palladium. Le second lot posséde des patchs fonctionnalisés avec des
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molécules contenant une pyridine. Sous 'action des ions Ag™, le complexe de palladium
est activé par élimination du chlore laissant alors un site de coordination libre. Ce dernier
peut alors étre occupé par les pyridines pour réaliser ’assemblage (figure 1.24c). Ainsi, des
chaines linéaires et branchées furent obtenues (figure 1.24d). L’ajout de triphénylphosphine

permit de désassembler les structures.
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FIGURE 1.2/ — Assemblage par coordination d’un complexe de palladium. (a) cliché MEB de
particules o deux patchs; (b) schéma de l'assemblage et du désassemblage; (c) Processus de
coordination du centre métallique activé par les ions Ag(I) et décoordination par échange de
ligand entrainant la séparation des particules a patchs; (d) clichés de microscopie de chaines
obtenues.®4 Barres d’échelle : (a) 2um; (b) 8 pm.

1.3.3.1.4 Par interactions hydrophobes

Xia et coll. réalisérent ’assemblage de diverses nanostructures grace a l'auto-assemblage
de cubes d’argent de 97nm dont le nombre de faces hydrophobes est contrdlé.?? Avec
une, deux, quatre ou six faces fonctionnalisées, des diméres, des triméres linéaires, des
feuillets 2D ou des structures 3D type CFC furent respectivement obtenus (figure 1.25). La
fonctionnalisation est réalisée de la maniére suivante : si une face doit étre hydrophobe,
une monocouche de cubes est formée sur un substrat de silicium. Les faces disponibles sont
fonctionnalisées avec ’acide mercaptohexanoique, puis aprés libération, la face restante
est rendue hydrophobe par adsorption d’octadecanethiol. Pour avoir deux faces opposées
hydrophobes, une étape supplémentaire d’impression d’octadecanethiol est réalisée avec un

tampon en polydiméthylsiloxane (PDMS) avant le traitement & I’acide mercaptohexanoique.

En considérant l'affinité accrue du bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB) pour les
faces {100} de batonnets d’or,®0 Kumacheva et coll. substituérent le CTAB des faces {111}
par des chaines de PS terminées avec un groupement thiol afin d’obtenir des particules
a deux patchs situés a chaque extrémité des batonnets.?” L’assemblage est déclenché par
ajout d’eau. Selon le solvant organique utilisé les structures assemblées présentent diffé-
rentes morphologies. Avec un mélange binaire diméthylformamide (DMF)/eau, des anneaux
sont formés alors que dans le cas d'un mélange THF /eau, des fagots de batonnets sont obte-
nus (figure 1.26). Une augmentation de la teneur en eau de 6 a 20 % modifie les structures

qui deviennent respectivement des chaines et des sphéres.
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4 faces
FIGURE 1.25 — Assemblages de nanocubes d’argent par interactions hydrophobes. Clichés MEB
(a) de cubes d’argent de 97nm non fonctionnalisés, et (b-f) de cubes assemblés selon le nombre
de faces fonctionnalisées.5”

chaines de PS

FIGURE 1.26 — Assemblage hydrophobe de nanobdtonnets d’or selon la nature du solvant utilisé.
Le schéma central représente un nanobdtonnet d’or dont les faces latérales sont recouvertes de
CTAB et les extrémités de chaines de PS. Sur les cotés, des clichés MET (a) d’anneauz et (b) de
chaines obtenus par ajout de DMF ainsi que (c) de fagots et (d) de nanospheéres obtenus par ajout
de THF.®7 Barres d’échelle : 100 nm.

Granick et coll. montrérent ’obtention d’une structure kagomé par auto-assemblage de par-
ticules bi-patchs dont la taille permet & chaque patch d’interagir avec deux patchs voisins.??
Les particules bivalentes sont élaborées & partir de billes de PS chargées négativement. Par
dépot d’or en incidence rasante séquentiel puis par traitement & I’octadecanethiol, les pdles
sont rendus hydrophobes. L’attraction hydrophobe entre les patchs est de courte portée et
les zones équatoriales se repoussent électrostatiquement. L’assemblage par interactions hy-
drophobes entre les patchs est déclenché par ajout de sel permettant d’écranter les charges
(figure 1.27a). Les auteurs montrérent par ailleurs que si la taille d’'un des deux patchs
est réduite de maniére a n’autoriser l'interaction qu’avec un seul autre patch, alors une

morphologie hexagonale tronquée est obtenue (figure 1.27d).58

Kang et al. réalisérent un réseau macroscopique le long d’une interface air-eau par auto-
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blage avec des patchs de taille identique pour 'obtention de la structure kagomé, (b, c) clichés
de microscopie & épifluorescence de la structure kagomé. Barre d’échelle : 4um.”® (d) Cliché
de microscopie en champ clair de la structure hexagonale tronquée et schéma de cette structure
mettant en évidence la différence de taille des patchs.”

assemblage dirigé de particules ayant une morphologie hexagramme.?? Ces particules sont
fabriquées en utilisant un moule en PDMS de taille micrométrique dans lequel est injectée
une solution du premier prépolymére dont le volume se divise pour occuper les extrémi-
tés du moule. Aprés évaporation et photopolymérisation sous ultraviolets (UV), la seconde
solution de prépolymeére est ajoutée dans ’espace vide du moule. S’ensuit une intense irra-
diation UV pour photopolymériser les deux prépolyméres. Chaque zone peut étre clairement
identifiée par fluorescence grace aux fluorophores incorporés dans chaque solution de prépo-
lymére. Lorsque ces particules ne sont qu’hydrophobes ou qu’hydrophiles, les assemblages
réalisés sont aléatoires (figurel.28a, b). En revanche lorsqu’elles sont amphiphiles avec les
patchs hydrophobes et le corps hydrophile, une structure hexagonale est obtenue (Figure
1.28c¢). Les auteurs étudiérent également 'influence de la taille des patchs sur I’assemblage
et remarquérent que cette derniére est un paramétre crucial. En effet, ils constatérent que
des particules avec des petits patchs s’organisent en réseau bidimensionnel & longue dis-
tance, les pointes interagissant majoritairement dans une configuration pointe-pointe. Ces
résultats montrent que les petits patchs procurent une forte directionnalité a I’assemblage.
Au contraire, lorsque les patchs sont plus gros, ’assemblage est moins organisé et aboutit
a des structures aléatoires, avec des interactions pointe-coté ou encore coté-coté (figure
1.28d)

L’auto-assemblage de tétrapodes de CdSe nanométriques par interaction hydrophobe fut
étudié par Taniguchi et al.?° Tout comme pour les batonnets, les agents de surface ont
moins d’affinité pour les extrémités des bras des tétrapodes. Ainsi avec ’emploi de molé-
cules thiolées comprenant un groupement cationique, les extrémités restent hydrophobes
alors que les bras deviennent hydrophiles sur leur longueur. L’emploi de particules amphi-

philes tétrapodiques devrait permettre I'accés & une structure diamant. Or, pour cela, les



32 Chapitre 1 : Etat de l’art

| A 4w

pointe-pointe pointe-coté coté-coté

—

Beeeese ol e

FIGURE 1.28 - Assemblage de particules a patchs hexagrammes. (a) Assemblages aléatoires
de particules (a) hydrophobes et (b) hydrophiles; (c) assemblage directionnel des particules a
patchs hydrophobes ; (d) schémas des différentes configurations possibles de l’assemblage et clichés

de microscopie en champ clair correspondants (cas de gros patchs avec un rapport de taille de
0,32).%9

particules doivent strictement avoir la méme taille de bras et les mémes angles entre chaque
bras. Pour anticiper la réorganisation de structures 3D irréguliéres, les auteurs décidérent
de limiter la rotation libre en confinant les tétrapodes dans un espace 2D. L’assemblage
observé consiste en un arrangement hexagonal ot chaque tétrapode utilise trois bras pour

réaliser des connections interparticulaires.

Les assemblages par interactions hydrophobes font partie des thématiques de recherche de
notre équipe. Au cours de sa thése Weiya Li étudia I’assemblage de particules & patchs
monovalentes en clusters, de particules bivalentes en chaines et de particules trivalentes en
structures de type nid d’abeilles (figure 1.29).91
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FIGURE 1.29 - Assemblage de particules silice/polystyréne par interaction hydrophobe. (a)
Schéma des clusters obtenus a partir de ’assemblage de n particules monovalentes. Clichés MET
des particules correspondantes : (b) diméres, (c) triméres, (d) tétraméres. (e) Clichés MET d’une
longue chaine obtenue par assemblage de particules de silice divalentes de 190nm et (e) d’une
chaine imitant un copolymere a bloc obtenue par assemblage de particules de 190 nm (oranges) et
155nm (vertes). (g) Cliché MET d’un résultat préliminaire concernant l’assemblage de la structure
en nid d’abeille.”’ Barres d’échelle : (b-d, f, g) 100nm, (e) 2um.

La synthése des particules monovalentes fut inspirée des travaux de Guignard et al.”? Des
particules de PS sont fonctionnalisées par le MPS puis une protrusion est formée par gonfle-
ment et polymérisation du styréne. Les particules haltéres formées sont régiosélectivement
recouvertes d’une fine couche de silice sur la partie fonctionnalisée par le MPs. L’assem-
blage est déclenché par ajout d’'une quantité de DMF telle que le systéme entre dans un
régime « collant », régime se situant pour des concentrations en DMF entre 30 et 50 v%.
Le ratio de taille entre le patch et la particule fut également étudié. De trop petits patchs
ne permettent pas I'assemblage. C’est en augmentant la taille du patch que ’assemblage
a lieu. Des diméres, triméres et tétraméres peuvent ainsi étre obtenus (figure 1.29b-d).
Cependant avec un patch trop gros, I’assemblage perd en efficacité voire ne se produit
plus. L’explication réside dans la distribution des masses molaires des chaines de PS en

187

fonction de la taille du patch. Inspiré des travaux de Kumacheva et coll®’ et en vue de
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fabriquer des carbynes colloidaux (le carbyne étant une chaine d’atomes de carbone hybri-
dés sp), assemblage en chaines a été réalisé a partir de particules de silice possédant deux
fossettes dans lesquelles sont présentes des chaines de PS. Ces disques d’un diamétre de
190 nm sont assemblés dans un mélange binaire THF /eau & 70 % de THF. En mélangeant
des particules bivalentes de différentes tailles, des chaines type copolyméres & blocs peuvent
étre imitées. Les clichés e et f de la figure 1.29 montrent ces deux types de chaines. Les
tests d’assemblage de structures en nid d’abeille furent effectués a partir de particules de
silice trivalentes disposées a l'interface air-eau d’une cuve de Langmuir-Blodgett. Ces tests
préliminaires montrent que la pureté des particules & patchs est cruciale pour observer la

cristallisation & grande échelle (figure 1.29g).

1.3.3.1.5 Par hybridation de ’ADN

La fonctionnalisation des briques élémentaires avec des monobrins d’ADN complémentaires
se révéla trés efficace pour 'auto-assemblage de particules & patchs. Plusieurs travaux
furent publiés & ce sujet. Comme premier exemple, ceux de Pine et coll. ou les particules &
patchs décrites précédemment (cf. figure 1.19) sont marquées avec un fluorophore vert (G)
puis assemblées avec des particules monopatchs ou bipatchs fonctionnalisées avec des brins
d’ADN complémentaires marqués avec un fluorophore rouge (R). La microscopie confocale
de fluorescence montre que seules des paires de particules R-G se forment.”® Des molécules
colloidales de type AB, ABs, AB3, AB4 ou de type copolymére sont obtenues. Par ailleurs,
la taille du patch est importante. Dans le cas ot sa taille permet de loger plusieurs particules
R, les auteurs ont pu observer la formation de molécules colloidales de conformation cis,

trans ou analogue de 'éthyléne (figure 1.30).
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FIGURE 1.30 — Assemblage directionnel et spécifique entre des particules a patchs fonctionna-
lisées avec des brins d’ADN complémentaires. Clichés de microscopie en champ clair (gauche),
de microscopie confocale de fluorescence (milieu) et schémas des molécules colloidales obtenues
(droite).”® Barres d’échelle : 2 um.
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Un autre exemple d’assemblage via 'hybridation de brins d’ADN a été rapporté par Weck
et coll.? Toujours selon la méthode mise au point par Manoharan et coll., une molé-
cule colloidale est préparée, puis partiellement encapsulée pour former une particule dont
I’écorce présente des fonctions acides carboxyliques et les patchs des fonctions azotures.
Ces derniéres sont couplées par cycloaddition de Huisgen avec de I’ADN modifié avec un
dibenzyl cyclooctane (DBCO) (ADN-DBCO) possédant 11 bases, marqué par un fluorophore
rouge alors que les groupements acides carboxyliques sont couplés par réaction d’amidation
avec de ’ADN-NHy possédant 6 bases, marqué par un fluorophore vert (figure 1.31a). La
microscopie confocale de fluorescence prouve la régiosélectivité des couplages (figure 1.31b,
c).

Le processus d’assemblage fut étudié en synthétisant d’une part des particules d’1 ym de
diameétre fonctionnalisées avec des brins d’ADN complémentaires de ceux présents sur les
patchs et d’autre part des particules de 540 nm de diamétre fonctionnalisées quant & elles
avec des brins d’ADN complémentaires des brins présents sur ’écorce de la particules &
patchs. Le nombre de bases influe sur la température de fusion des doubles brins (figure

1.31d). La modulation des longueurs de brins d’ADN permet un controéle fin des assemblages.
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FI1GURE 1.31 - Fonctionnalisation, caractérisation et assemblage de particules a patchs par hy-
bridation de brins d’ADN. (a) Procédé de fonctionnalisation régiosélective des particules a patchs ;
(b et c) clichés de microscopie confocale de fluorescence; (d) évolution de l’assemblage par hy-
bridation en fonction de la température.?’
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Enfin un exemple d’assemblage sophistiqué fut décrit par Gang et coll.?* Une particule
d’or de 10 nm est placée au centre d’'un origami d’ADN par hybridation avec des monobrins
de 30 bases (figure 1.32a). Chaque bord extérieur de l'origami est fonctionnalisé avec huit
brins d’ADN de séquences différentes pour un alignement parfait avec un autre origami
(figure 1.32b). Des architectures complexes peuvent étre atteintes en confectionnant une
gamme de briques élémentaires présentant des directionnalités d’interactions différentes
(figure 1.32¢). L’utilisation de telles particules a patchs permit aux auteurs de produire
des chaines, des réseaux 2D voire méme ’'Homme de Vitruve de Léonard de Vinci & ’échelle

nanométrique avec un rendement de 5% (figure 1.32d, e).

FIGURE 1.32 - Assemblages a partir d’un assortiment de nanoparticules incorporées au sein
d’un origami ADN. (a) Intégration des particules d’or au centre des origamis ADN; (b) inter-
actions entre les faces extérieures des origamis par 8 paires de bases uniques, (c) schéma des
briques élémentaires synthétisées. Assemblages de structures complezes (d) en forme de chaines
et (e) imitant la forme de ’Homme de Vitruve.”* Barres d’échelle : 200nm.

[’auto-assemblage par voie ADN est extrémement intéressant. Il permet en effet d’« enco-
der » les briques élémentaires avec des brins d’ADN spécifiquement complémentaires. C’est
aussi une méthode permettant de corriger les défauts dans la structure colloidale grace

a la réversibilité du processus d’assemblage. Cependant, outre le fait que cette technique
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ne permette de synthétiser que de petites quantité et a un prix élevé, cette voie repose
sur des interactions hydrogéne. Or, ce travail de thése s’inscrit dans un projet dont I'une
des thématiques consiste a réaliser ’auto-assemblage de nanoparticules & patchs par voie

covalente afin d’obtenir des molécules colloidales et des cristaux colloidaux robustes.

1.3.3.2 Assemblages par voies covalentes

La chimie covalente a trés peu été utilisée pour réaliser I’assemblage des particules a patchs.

C’est pourquoi cet état de 'art a été étendu a tout assemblage colloidal.

1.3.3.2.1 Par voie époxy-amine

La synthése de nanocomposites type framboise dont les deux composants sont liés par cou-
plage époxy-amine fut rapportée par Cueva-Méndez et al.% D’un coté, des nanoparticules
d’oxyde de fer superparamagnétiques (SPIONs) de 10 nm sont obtenues par décomposition
thermique d’un oléate de fer ferrique. Un échange de ligand est réalisé avec ’APTES pour
rendre ces SPIONs hydrophiles. Les nombreuses fonctions amines sont partiellement conver-
ties en acides carboxyliques via I’ajout d’anhydride succinique (figure 1.33a). La présence
d’amines, essentielles pour ’assemblage & venir, est vérifiée par un test a la ninhydrine.%
De lautre coté, des particules de silice de 200 nm sont élaborées suivant le procédé Stober
puis décorées de (3-glycidyloxypropyl)triméthoxysilane. Un nanocomposite silice-SPION de
type framboise est obtenu en mélangeant les silices « époxydées » et les SPIONs aminés dans

un ratio 1:4000 (w/w) dans le DMF & 65 °C durant 48 h sous agitation douce (figure 1.33b).
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FIGURE 1.33 - Assemblage de nanoparticules par voie époxy-amine. (a) Schéma du procédé
d’élaboration des SPIONs (haut) et de la silice (bas); (b) cliché MET des nanocomposites de type
framboise silice—SPION. Barre d’échelle : 50 nm.

1.3.3.2.2 Par réaction de Diels-Alder

La réaction de Diels-Alder est une des réactions les plus importantes quant & la formation

de liaisons carbone-carbone. Tout comme ’hybridation de brins d’ADN, elle est facilement
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thermoréversible (rétro Diels-Alder). Cette réaction fut notamment utilisée pour la synthése

de polyméres thermosensibles, la modification de surface?7>%8

mais aussi I’auto-assemblage.
En effet, Li et al. montrérent le greffage de particules d’or fonctionnalisées par des fonctions
maléimide sur des chaines de poly(p-phényléne éthynyléne) (figure 1.34a).° Workentin et
al. réalisérent également 1’assemblage de particules d’or en faisant réagir des particules d’or
de 2 nm fonctionnalisées par des maléimides avec d’autres particules d’or fonctionnalisées
par des furanes.'% L’assemblage covalent fut observé notamment par MET. Plus le temps
de réaction est long, plus les agrégats grossissent jusqu’a précipiter. Ces derniers peuvent

étre redispersés par rétro-Diels-Alder en chauffant le milieu (figure 1.34c-e).

"

&
¢ 4

D-A Addition ‘

FIGURE 1.34 — Assemblage de nanoparticules par réaction de Diels-Adler. (a) Schéma de l’as-
semblage de billes d’or sur des chaines polymeére par réaction de Diels-Alder® ; (b) réactions de
Diels-Alder et rétro Diels-Alder pour assembler et désassembler des particules d’or entre elles;
(c) clichés MET haute résolution de l’aggrégation et de la dispersion des particules par réaction
de Diels-Alder et apres rétro Diels-Alder.?%° Barres d’échelle : 10 nm.

1.3.3.2.3 Par substitution nucléophile

1191 Des micro-

L’assemblage covalent de particules polymeére fut rapporté par Xu et a
particules de poly(styréne-co-chlorométhylstyréne) (Ps-co-pcMs) de 800 nm disposant de
groupements chlorure de benzyle sont mélangées avec des nanoparticules de poly|styréne-
co-(3-(4-vinylphényl)pentane-2,4-dione)| de 150 nm portant des groupements [-dicétone.
La réaction de substitution nuclophile des -dicétones par le chlorure de benzyle est réali-
sée dans le toluéne et catalysée par la triéthylamine (TEA). Les observations MET montrent
I’obtention de morphologies framboises ot les nanoparticules sont greffées a la surface des
microparticules (figure 1.35). Une expérience contrdle sans TEA fut réalisée afin de s’assurer
que les particules soient bien liées entre elles de maniére covalente. Aucun assemblage ne

fut observé aprés centrifugation.
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FIGURE 1.35 - Assemblage de particules par réaction de substitution nucléophile. Clichés MET
(a) des nanoparticules constituées de PS-co-PVPD (b) des microparticules de PS-co-PCMS ; (c¢) des
objets type framboise obtenus par réaction de couplage entre les nanoparticules et les microparti-
cules.’®" Barres d’échelle : (a) 50nm; (b,c) : 1pm.

1.3.3.2.4 Par amination réductrice

En 1864, Schiff découvrit les imines (aussi connues sous le nom de bases de Schiff), pro-
duit de la réaction entre un composé carbonylé (aldéhyde ou cétone) et une amine pri-

102 Tes équipes de Palmer et de Witek utilisérent cette réaction dans le but d’atta-

maire.
cher des enzymes soit sur des particules de silice!®® soit de polymeére (polyvinylamine-co-
divinylbenzene)'?* fonctionnalisées avec du glutaraldéhyde. Elle fut également utilisée par
Stein et coll. pour assembler des particules sphériques avec des structures tétrapodiques
possédant une réactivité de site spécifique au niveau des extrémités.'% Leur stratégie de
synthése consiste a utiliser un cristal colloidal CFC de particules de PMMA comme moule
inverse sacrificiel pour synthétiser une structure macroporeuse de silice. Aprés passivation
de sa surface, cette structure est fragmentée par agitation vigoureuse en présence d’un
aminosilane venant se condenser sur les extrémités fraichement générées (figure 1.36a).
L’enrichissement morphologique en particules tétrapodiques est réalisable par plusieurs
cycles de centrifugation sur gradient de densité d’éthyléne glycol/éthanol & 1000 tr/min
pendant 30 secondes. Des particules satellites de 45nm sont parallélement fonctionnali-
sées avec le triéthoxysilylundecanal. L’assemblage entre les deux briques élémentaires est

finalement réalisé par amination réductrice (figure 1.36b).
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FIGURE 1.36 — Assemblage par amination réductrice. (a) Schéma illustrant les étapes pour pro-
duire des tétrapodes dont les extrémités sont réactives; (b) schéma de la chimie d’assemblage par
amination réductrice ; (c,d) clichés MET de l’assemblage entre des particules de silice d’environ
45nm de diametre et les extrémités d’un tétrapode.%®

1.3.3.2.5 Travaux menés a ’université de Bordeaux

Au sein du laboratoire, des molécules colloidales 0D furent obtenues & partir des particules
a patchs cavitaires précédemment décrites (figure 1.21). La stratégie générale consiste a
fonctionnaliser les chaines de PS présentes au fond des fossettes afin qu’elles puissent in-
teragir avec des fonctions complémentaires portées en surface par des particules de silice
sphériques. Au cours de sa thése, Pierre-Etienne Rouet explora différentes voies d’assem-
blage covalentes et ce pour des particules & deux, trois ou quatre patchs cavitaires. Parmi
celles-ci, la voie base de Schiff consistant a faire réagir une amine avec un aldéhyde pour
former une imine ; la voie thiol-éne, réaction radicalaire entre un thiol et un alcéne ; la voie
par chimie click avec ou sans catalyse par le cuivre et la voie peptidique; réaction entre

une amine et un acide carboxylique.

Voie base de Schiff

Les groupements aldéhydes présents sur les particules de silice sphériques sont obtenus
par réaction des groupements amines avec le glutaraldéhyde. Malgré cette fonctionnalisa-
tion, des groupements amines sont toujours présents a la surface et sont responsables de
l'agrégation des particules sphériques entre elles (figure 1.37a). L’utilisation de glutaral-
déhyde en large excés permet de limiter ce phénomeéne (figure 1.37b). L’utilisation d’un
rapport nombre de particules satellites/nombre de fossettes de 4/4 conduit a l'obtention

de molécules colloidales 0D dont 35 % d’entre elles possédent deux satellites.

Pour pallier au probléme d’assemblage des particules satellites entre elles, d’autres voies

d’assemblage furent étudiées. Chaque brique élémentaire est fonctionnalisée par un grou-
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N

FIGURE 1.37 — Assemblage par voie base de Schiff. Clichés MET des assemblages réalisés avec
des particules sphériques fonctionnalisées avec (a) un faible excés; (b) un large exces de gluta-
raldéhyde. Barres d’échelle : (a) 500nm; (b) 100 nm.

pement chimique ne pouvant réagir qu’avec celui présent sur l'autre type de brique élé-

mentaire.

Voie thiol-éne

L’assemblage par voie thiol-éne fut donc étudié entre des particules sphériques fonction-
nalisées avec des alcénes et des particules & patchs dont les chaines de PS sont thiolées. 11
s’effectue en présence d’azobisisobutyronitrile (AIBN) et requiert un stimuli externe. L uti-
lisation d’ultrasons et d’Uv fut testée aussi bien en milieu éthanol qu’en milieu DMF. Les
caractérisations par microscopie montrent que les particules a patchs ont tendance a s’as-
sembler entre elles par interactions hydrophobes de leurs chaines de PS comme le montre
la figure 1.38. Quels que soient le stimulus et le solvant employé, ’assemblage n’est pas
efficace et ne conduit qu’a un faible taux d’occupation des fossettes (<25 %). Ceci pour-
rait étre di & une fonctionnalisation partielle des chaines de PS par les thiols en raison de

I’emploi d’éthanol — mauvais solvant du PS — lors de cette étape.

FIGURE 1.38 - Interaction hydrophobe fosette-fossette. Cliché MET de l’interaction hydrophobe
entre deux fossettes appartenant chacune a une particule a quatre patchs. Barre d’échelle : 100 nm.
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Voie chimie click

Une troisiéme voie d’assemblage fut alors testée. Celle-ci est une réaction de chimie click
ou des alcynes et des azotures peuvent réagir a I’aide d’une catalyse au cuivre (I). L’assem-
blage est réalisé dans 1’eau. En plus des particules tétravalentes (figure 1.39a), 'assemblage
a aussi été réalisé sur des particules tri et bivalentes (figure 1.39b). L’efficacité de 1'assem-
blage augmente avec la réduction de la valence de la particule centrale avec des taux
d’occupation des fossettes de 31 % avec les particules de silice tétravalentes, 39 % avec les
trivalentes et 73 % avec les bivalentes. Ceci pourrait étre dii & I’accessibilité des chaines de
PsS. En effet, les fossettes sont plus profondes pour les particules tétravalentes que pour les
particules trivalentes et bivalentes. L’apparition de nanoparticules de cuivre a la surface
des particules sphériques fut par ailleurs constatée avec le temps (figure 1.39¢). Pour évi-
ter cela, la réaction peut étre menée sans cuivre grace a l'instabilité d’un alcyne cyclique
tendu. Les assemblages réalisés avec cette méthode furent plus efficaces avec 53 % et 74 %

de taux d’occupation respectifs dans le cas des particules tétra et bivalentes (figure 1.39d,

e).

FIGURE 1.39 — Assemblages de nanoparticules par chimie click. Clichés MET de l’assemblage
catalysé par le cuivre entre des particules de silice satellites fonctionnalisées par des alcynes et des
particules de silice (a) tétravalentes; (b) bivalentes dont les chaines de PS sont fonctionnalisées
par des azotures. (c¢) Cliché MET d’un lot aprés 7 jours d’assemblage dont la surface des particules
de silice satellites est recouverte de nanoparticules de cuivre. Clichés MET de l’assemblage par
chimie click entre des particules de silice satellites fonctionnalisées par des cyclootynes et des
particules de silice (d) tétravalentes; (e) bivalentes dont les chaines de PS sont fonctionnalisées
par des azotures. Barres d’échelle : (a, ¢, d, €) 100nm; (b) 500 nm.



Chapitre 1 : Etat de l’art 43

Voie peptidique

La derniére voie étudiée fut la voie peptidique. Cette stratégie consiste a fonctionnaliser les
chaines de PS des particules a patchs par des fonctions amines puis de fonctionnaliser les
particules de silice sphériques par des fonctions acide carboxylique. Pour que la réaction
ait lieu, une activation est nécessaire. Les assemblages pour lesquels 'acide carboxylique
est activé par un carbodiimide tel le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC)
ou le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) s’avérérent moins efficaces que les assemblages réa-
lisés avec des particules sphériques activées par le chloroformiate d’éthyle. Afin d’éviter
I’hydrolyse de I'anhydride d’acide ester formé, ’assemblage doit avoir lieu dans le DMF

anhydre.

Le tableau 1.1 résume ’ensemble des résultats obtenus par ces méthodes d’assemblage dans

le cas d’un rapport nombre de particules satellites/nombre de fossettes de 4/4.

TABLEAU 1.1 — Morphologie des molécules colloidales 0D obtenues selon la chimie d’assem-
blage employée pour un rapport « nombre de particules de silice sphériques/nombre de cavités
disponibles » de 4/41%°

vm;:;: i Voie thiol-éne Voie chimie-clic Voie peptidique
?m lotdesiice |y ocons | Imadiationuv | A¥* | spaac | @ | ebc| bce Gl EEEE
‘onctionnalisée cuivre d'éthyle
Solvant DMF\H:0O |EtOH | DMF | EtOH | DMF H20 DMF
% de cavités occupées par 52 23| 26| 15| 16| 31| 53 |[13| 42 | 33 85
un satellite
% de clusters sans satellite 8 42 32| 56| 55 18 13 59 17 20 0
% de clusters a un satellite 21 30| 41| 33| 31 33 24 31| 29 38 1
7 e clusters 3 deux 35 20| 23| 9 | 10| 29| 30 |8 31| 32 15
satellites
7 de clusters a trois 29 8| 11| 4| 15| 23 |2|16]| 8 25
satellites
% de clusters a quatre
satellites 7 0 3 1 0 5 10 0 6 2 59

La meilleure voie d’assemblage est donc le couplage peptidique lorsque la fonction acide
carboxylique est activée par le chloroformiate d’éthyle. C’est en se basant sur cette chimie
que d’autres études furent menées. L’influence de la « valence » de ’atome central fut par
exemple étudiée. En se plagant dans un rapport nombre de particules satellites/nombre de
fossettes de n/n (dans le cas ou 'atome central dispose de n patchs), des molécules furent
obtenues. Dans le cas ol I'atome central est une particule de silice bivalente et qu’une
molécule colloidale imitant le dioxide de carbone veut étre obtenue en grande proportion

par I'assemblage, alors une sur-stcechimétrie de 3/2 doit étre imposée. Ceci permet d’ob-
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tenir 31 % de molécules AXy (figure 1.40a) alors que le rapport stoechiométrique conduit
principalement a des molécules colloidales AXE. Dans le cas ot I’atome central est une
particule de silice trivalente, un rapport 3/3 permet d’obtenir majoritairement des molé-
cules colloidales AX3 avec prés de 50 % de rendement morphologique (figure 1.40b). Avec
un atome central tétravalent, un rendement morphologique de 59 % est obtenu en utilisant
un rapport 4/4 (figure 1.40c-d).

En se concentrant sur ces particules de silice tétravalentes, une autre étude fut menée. Celle-
ci consiste a faire varier le rapport nombre de particules satellites/nombre de fossettes pour
se placer dans des rapports 2/4 et 3/4 afin de fabriquer des molécules colloidales imitant les
molécules d’eau et d’ammoniac respectivement. Cette étude sera détaillée dans le chapitre

3 (cf. paragraphe 3.1).

Finalement une étude consistant & utiliser deux lots de particules satellites fut menée. Le
premier lot est constitué par les particules satellites utilisées dans les études précédentes.
Le second lot est constitué de particules de 100 nm également disposant d'un cceur d’or
de 15nm. En jouant sur le rapport entre ces deux lots, des molécules colloidales de type
AXy, Y, peuvent étre fabriquées!?” (figure 1.40e). Ainsi en imposant un rapport nombre
de particules de silice/nombre de particules coeur-écorce/nombre de fossettes de 3/1/4,
2/2/4, 1/3/4 et 4/0/4 les morphologies ciblées sont majoritairement obtenues avec des
rendements morphologiques respectifs de 43 %, 50 %, 41 % et 52 %.

FIGURE 1.40 — Formation de molécules colloidales par assemblage de nanoparticules a patchs
via une réaction d’amidation. Clichés MET de molécules colloidales de type (a) AXz; (b) AXs; (c)
AXy. (d) Clichés de cryoEM de molécules colloidales AX, ; (e) Clichés MET de molécules colloi-
dales de type AXs., Yy, constituées de deux types de particules satellites.’% %7 Barres d’échelle :
(a-d) 200nm et 100 nm pour les encarts; (e) 100 nm.
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1.4 Conclusion et objectifs de la présente

étude

Un nombre relativement important de recherches concernant d’abord la synthése puis
I’auto-assemblage de particules colloidales & patchs ont été publiées. Comme cela a pu
étre montré au travers de quelques exemples, il existe un grand nombre d’approches pour
la synthése de ces particules. Celles-ci sont devenues de plus en plus complexes au fil des
années de maniére 4 imiter au mieux les atomes, entités disposant d’une valence dictant le

nombre ainsi que la direction des liaisons qui peuvent étre créées.

De nombreuses voies d’assemblage ont également été explorées (déplétion, hydrophobe,
magnétique, chimie covalente). A I'heure actuelle, peu de travaux concernent 1’assemblage
par voie covalente, une grosse partie ayant été consacrée a l'assemblage par voie ADN
(liaison H). Cela s’explique par le fait que 'utilisation de brins complémentaires permet un
meilleur controle sur les assemblages, conduisant in fine & 1’élaboration de structures plus

complexes bien que le cofit soit conséquent et les quantités produites faibles.

Les travaux présentés dans ce manuscrit portent sur l'assemblage par voie covalente des
nanoparticules de silice & patchs cavitaires développées a 'université de Bordeaux. Les liai-
sons fortes offertes par cette chimie permettent d’obtenir des assemblages robustes comparé
aux autres voies d’assemblage. Jusqu’a présent les puretés morphologiques des clusters si-
lice/Ps n’atteignent qu’au mieux 80 %. L’ambition de ces travaux est donc d’améliorer ce
taux de pureté, crucial dans le cadre de la synthése de structures colloidales 1D, 2D et 3D.
Ceci peut étre réalisé de deux maniéres : optimiser la synthése et/ou purifier les clusters
synthétisés.

Ces objets ont la particularité d’avoir des patchs entropiques et enthalpiques du fait de la
présence de chaines de PS au fond des cavités. Ces travaux font suite & ceux de Cyril Cho-

109 qui avait réalisé la fonctionnalisation de ces chaines et de ceux de Pierre-Etienne

mette
Rouet!'%® qui avait synthétisé des molécules colloidales avec notamment des morphologies
plus complexes telles que AXsE9 imitant la molécule d’eau. L’assemblage covalent par cou-
plage peptidique nécessite plusieurs étapes de fonctionnalisation pour préparer les briques
élémentaires. De plus, les fonctions acide carboxyliques doivent étre activées afin qu’elles
réagissent avec les fonctions amines localisées sur les chaines de PS. Enfin, 'espéce active
s’hydrolyse en présence d’eau ce qui représente une contrainte pour réaliser 1’assemblage
dans les meilleures conditions. Cette chimie devrait pouvoir étre simplifiée pour réduire le

nombre d’étapes et s’affranchir du milieu anhydre.

Il serait intéressant de pouvoir suivre en direct les assemblages en suspension. En effet, les
observations faites en MET conventionelle sont entachés d’artefacts liés au séchage. La mi-
croscopie optique n’est cependant pas une option puisque les particules mises en jeu sont de

taille largement submicrométrique. Depuis quelques années, la MET en voie liquide émerge
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comme une technique d’observation des nanoparticules en suspension. C’est pourquoi ces
travaux ont également porté sur le développement expérimental de cette technique dans le

but ultime d’observer la dynamique d’assemblage des briques élémentaires.



Chapitre 2

Synthése et fonctionnalisation des

briques élémentaires de silice
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Ce chapitre traite de la synthése et de la fonctionnalisation des briques élémentaires né-
cessaires aux études d’auto-assemblage : les particules & patchs cavitaires et les particules
satellites. Pour chacune d’elles, la synthése et la fonctionnalisation sont abordées (figure

2.1). Le procédé de synthése des nanoparticules de silice a patchs fut développé a 'univer-

sité de Bordeaux.41:43

0
o_li_o’ pré-germe

«
~ §2.11 <o §2.1.2
A 4

§2.2.1

particule satellite
vierge
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. chapitre
4

j molécule
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cavitaires fonctionnalisées
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tétrapode
tétrapode a coeur
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/ 1.4.1
de silice regrossi

FIGURE 2.1 - Schéma général d’élaboration des briques élémentaires nécessaires aux études
d’auto-assemblage.

germe de

9 silice

§2.1.3

§2.1.4.2

Dans les deux cas, ces particules sont constituées de silice et sont issues de procédés multi-
étapes dont les deux premiéres sont communes. En effet, des lots de particules de silice
monodisperses et calibrées en taille sont synthétisées par voie sol-gel. Pour fabriquer des
particules & patchs, leur surface est fonctionnalisée afin de les utiliser en tant que germes

dans une polymérisation ensemencée du styréne pour obtenir des tétrapodes silice/Ps.
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L’étape suivante consiste a faire grossir le cceur de silice puis a dissoudre les nodules de PS

pour dévoiler des fossettes a la surface des particules.

Les deux briques sont rendues chimiquement réactives I'une vis-a-vis de l'autre. Ainsi,
les patchs sont rendus chimiquement réactifs grace a la fonctionnalisation des chaines de
PS présentes dans les cavités alors que les particules sphériques & vocation satellite sont
fonctionnalisées en surface de maniére isotrope.

Les protocoles présentés dans ce chapitre ont pour la plupart été mis au point lors de

110,111,40,41,109,106,91 ot certains ont été optimisés. Les travaux de puri-

travaux précédents
fication visant & augmenter la pureté morphologique des particules & patchs sont également

présentés dans ce chapitre.

2.1 Les nanoparticules de silice a patchs

2.1.1 Synthése des nanoparticules de silice

Il s’agit de la fabrication de lots de germes de silice monodisperses et calibrés en taille.

Leur syntheése s’effectue en deux étapes.

Dans un premier temps, des pré-germes d’environ 30 nm sont synthétisés selon le protocole
1, une version revisitée du protocole rapporté par Hartlen pour ’élaboration de germes
de 24nm de diamétre.''? Un milieu biphasique est préparé pour réaliser 'hydrolyse de
lorthosilicate de tétraéthyle (TEOS) qui constitue alors la phase organique. Dans la phase
aqueuse, la L-arginine permet d’avoir des conditions catalytiques basiques douces avec
un pH de l'ordre de 9-10, contrairement & celles d’un milieu ammoniacal employé dans le
procédé Stober dont le pH est aux alentours de 11-12. L’agitation lente de la phase aqueuse
permet une hydrolyse du TEOS limitée a l'interface ce qui induit une diffusion lente dans
la phase aqueuse d’intermédiaires hydroxylés et promeut une nucléation contrélée. Une
fois la nucléation terminée, le TEOS contintiment hydrolysé se condense & la surface des
particules. De plus, la L-arginine est aussi supposée améliorer la stabilisation colloidale en

s’adsorbant de maniére électrostatique a la surface des nanoparticules.

Protocole 1 : Synthése des pré-germes de silice

Dans un réacteur cylindrique double enveloppe équipé d’une colonne réfrigérante et d’un barreau
aimanté sont introduits 100 mL d’une solution de L-arginine & 6 mmol/L. La solution est chauffée &
60 °C par circulation d’eau dans ’enveloppe et agitée a 200 tr/min. Aprés 15 min d’homogénéisation,
10 mL de TEOS sont ajoutés au centre du vortex pour former une phase organique au-dessus de la
phase aqueuse (cf. figure 2.2). La réaction est terminée lorsque la phase organique a disparu et le
milieu est devenu légérement trouble (aprés environ 3 jours). Les pré-germes sont observés par MET
pour en connaitre 'aspect et la taille. Le microscope utilisé est un JEOL JEM-1400+ opérant a une

tension d’accélération de 120 kV. La concentration en pré-germes est quant a elle déterminée par la
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méthode des extraits secs.

a b

NH [¢]

HZN)I\N OH
H

Hy

-

FIGURE 2.2 - Synthése des pré-germes. (a) Schéma du montage utilisé pour la synthése de
pré-germes et (b) formule chimique de la L-arginine

La détermination du diamétre des particules est effectuée grace au logiciel imageJ. Aprés conversion
des clichés MET en images binaires, la fonction analyze particles est utilisée pour déterminer 'aire
occupée par chaque particule et ainsi remonter & la valeur du diamétre. Si nécessaire, la fonction
watershed est utilisée pour séparer les particules en contact. Le diamétre moyen d’un lot est déter-
miné par analyse statistique d’au moins 600 objets. L’ensemble des valeurs de diamétre permet de

calculer l'indice de polydispersité en taille du lot selon ’équation (2.1).

o

) ) 4
Song » S n; X dj 2.1)

PDI = = -
medi medf

F

Au cours de ces travaux, 18 lots de pré-germes ont été synthétisés selon ce protocole. Le
diameétre moyen des particules obtenues est de 30+ 5nm. Cette faible polydispersité en
taille montre la robustesse de cette étape. Le cliché MET (figure 2.3a) montre un de ces
lots de pré-germes. Sa distribution en taille est représentée par I’histogramme rouge figure
(2.3c). La caractérisation par diffusion dynamique de la lumiére (DLS) de ce méme lot donne
une valeur de diameétre moyen de 38 nm (tableau 2.1). Les deux valeurs sont cohérentes
puisqu’avec la DLS c’est le diamétre hydrodynamique qui est obtenu, ¢’est-a-dire le diamétre

de la particule incluant sa couche d’hydratation.

TABLEAU 2.1 — Diameétre et indice de polydispersité en taille mesuré par MET et par DLS des
deuzx lots présentés figure 2.3 et synthétisés selon les protocoles 1 et 2.

2 . Diameétre Diameétre Diameétre
Echantillon o PDI PDI
ciblé¢ (nm)  MET (nm) DLS (nm)
Pré-germes 30 27+2 1.060 38 0.054
Germes 55 53+2 1.032 64 0.072

Dans un second temps, la recroissance des pré-germes est opérée selon le procédé décrit
par Stober et ses collégues en 1968,113 c’est-a-dire dans un milieu hydro-alcoolique en

présence d’ammoniaque (protocole 2). Cette méthode fiable et robuste'* permet de cibler
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FIGURE 2.3 — Clichés MET et histogramme de distribution de taille de nanoparticules de silice.
Clichés MET d’un lot (a) de pré-germes (d=27 + 2nm) et (b) de germes (d=53 + 2nm). (c) His-
togramme de la distribution en taille des pré-germes et des germes obtenus apreés regrossissement
des pré-germes. Barres d’échelle : 100nm

la taille finale désirée grace a I'ajout d’'un volume de TEOS calculé selon 1'équation (2.2)
en se basant sur la mesure de la taille initiale obtenue par caractérisation en MET et
par calcul de la concentration particulaire de I’échantillon & faire croitre. Pour éviter la
nucléation secondaire, il est nécessaire que ’alcoxyde ajouté soit exclusivement consommé
pour la croissance des pré-germes. Pour créer ce régime affamé, le TEOS doit étre ajouté
progressivement.''® Un ajout a débit lent controlé par un pousse-seringue permet ainsi de

controler cette étape de recroissance.

Protocole 2 : Recroissance des pré-germes de silice

455 mL d’éthanol, 35mrL d’ammoniaque 28 % et 10mL de la suspension aqueuse de pré-germes
obtenue lors de 'étape précédente (protocole 1) sont introduits dans un ballon monocol d’un litre
et mélangés grace a un barreau magnétique tournant a 350 tr/min. Pour obtenir le diamétre de
nanoparticules ciblé, le volume de TEOS est calculé selon 1’équation suivante :

Mrgos X CSi02

Vi = x (r3 — ¢ 2.2
ros Msio, X preos X 7"? ( ! 1) ( )

avec M la masse molaire, p la masse volumique, Ns;o0, le nombre de particules de silice, ry le rayon
ciblé de la silice et r; son rayon initial. Le TEOs est ajouté a ’aide d’un pousse-seringue automatique
a un débit de 0,5 mL/h. Le diamétre final moyen des nanoparticules est vérifié par MET sur au moins

300 objets. La concentration des nanoparticules est déterminée par la méthode des extraits secs.
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Au cours de ces travaux de thése, cette étape de croissance a été répétée a 63 reprises. La
robustesse du protocole permet d’avoir des particules dont le diameétre difféere peu d’un lot
a l’autre. Ainsi, en moyenne, le diamétre des particules obtenues est de 56 & 3 nm. Le cliché
MET figure 2.3b montre un lot de particules aprés croissance. Sa distribution en taille est
représentée par I’histogramme bleu figure 2.3c. La caractérisation par DLS de ce méme lot

donne une valeur de diamétre moyen de 64nm (tableau 2.1).

2.1.2 Fonctionnalisation des germes de silice

Pour que ces particules puissent étre utilisées comme germes lors d’une polymérisation en
émulsion du styréne, leur surface doit étre fonctionnalisée par un groupement permettant
de rendre la silice partiellement organophile et permettant également 1’établissement de
liaisons covalentes avec le polystyréne. Pour se faire, ’agent de couplage utilisé est le MMS,
un alcoxysilane portant un groupement méthacrylate. Les travaux de thése précédents
ont montré qu'un taux de greffage nominal de 0,5 fctyys/nm? semblait étre le meilleur
compromis pour former des clusters silice/PS avec un angle de contact de 142,4° (figure
2.4).4 116 En effet, avec une densité de greffage trop faible, le polystyréne ne peut pas
établir suffisamment de liaisons avec la surface du germe et le cluster devient fragile. Ce
phénomeéne fut observé par Perro et al.''” Lors de la préparation de grilles MET, ces clusters
perdent certains de leurs nodules. Ainsi plusieurs morphologies ont pu étre observées telles
que le super-carré, issu d’un octopode ayant perdu quatre nodules tombés & proximité de
la structure, le super-triangle issu d’un hexapode, le super-pentagone issu quant & lui d’'un
décapode ou encore le carré et le diamant issus de tétrapodes. A l'inverse, une densité de
greffage trop élevée rend la surface trop hydrophobe, donc trop mouillante pour le PS qui

forme alors une couche continue atour du germe pour former une particule coeur-écorce.

b
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FI1GURE 2.4 — Fonctionnalisation des nanoparticules de silice. (a) Formule chimique du MMS
et (b) vue en coupe de l’évolution de la morphologie en fonction du tauz de greffage en MMS.

La fonctionnalisation de surface des nanoparticules de silice est réalisée dans la continuité

de leur synthése selon le protocole 3.41:109,106,42

Protocole 3 : Fonctionnalisation des germes de silice

Un volume Vs de MMs & 1071 mol /L, calculé selon I’équation (2.3), est introduit dans le ballon d’un
litre contenant la suspension obtenue selon le protocole 2. Aprés agitation a 350 tr/min durant 3 h
a température ambiante, le mélange est porté a reflux pendant 1h. L’ammoniaque et I’éthanol sont

partiellement éliminés & I’évaporateur rotatif & 60 °C sous 250 mbar. De ’eau ultrapure est ensuite
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ajoutée afin d’évaporer le restant d’éthanol. La suspension est enfin dialysée contre 1’eau renouvelée
réguliérement pendant 3 jours. Aprés dialyse, la concentration de la suspension est déterminée par

la méthode des extraits secs.

3 % CSi()g X Vsusp X Twums X Muus

‘/MI\IS - 7
PSi0s X T5i0, X Na X pureté X puus

(2.3)

avec Cg;0, la concentration en silice de la suspension, Vs, le volume de suspension a fonctionna-

: L / 2 ) .
liser, Tuus le taux de greffage en wus (ici 0,5 fct/nm?) et N4 le nombre d’Avogadro.

Une fois modifiées, les particules ne font pas I'objet de caractérisations spécifiques. Le succés
du greffage de ’agent compatibilisant n’est confirmé que par celui de ’étape suivante de

polymérisation en émulsion.

2.1.3 Synthése de tétrapodes silice/polystyréne par polymé-

risation en émulsion ensemencée

Des molécules colloidales hybrides silice/PS de morphologies multipodiques sont synthéti-
sées par polymeérisation en émulsion du styréne ensemencée par les germes de silice préa-

lablement élaborés. Le mécanisme de cette polymérisation est de type radicalaire.

2.1.3.1 Généralités sur la polymérisation radicalaire en émulsion

La polymeérisation radicalaire est une réaction en chaine, décrite en trois étapes que sont
I’amorcage, la propagation et la terminaison. Dans le systéme utilisé, elle se déroule en
milieu hétérogéne composé d’eau, de tensioactifs, d’'un amorceur et du monomére. Les
tensioactifs ajoutés a des concentrations supérieures a leur concentration micellaire critique
(cmc) forment des micelles. Le monomeére trés peu soluble dans la phase aqueuse est

principalement contenu dans des gouttelettes réservoirs stabilisées par le tensioactif.

La polymeérisation est démarrée grace a l’'utilisation d’un amorceur soluble dans la phase
continue qui subit une décomposition homolytique sous 'effet de la température. Les radi-
caux libres ainsi produits s’additionnent sur la double liaison des molécules de monomeére
— dont une petite fraction (0,58 g/L a 65°C!'8) est solubilisée dans la phase aqueuse —

pour former le centre actif.

Vient ensuite ’étape de propagation out les chaines croissent par ajout d’unités mono-
meéres pour former des oligoradicaux. Au fur et & mesure qu’elles grandissent, ces chaines
deviennent de plus en plus hydrophobes et se stabilisent au sein des micelles ou elles po-
lymérisent tout le monomére présent. L’approvisionnement continu en monomeére se fait

depuis les gouttelettes réservoirs par diffusion via la phase aqueuse.

Les chaines sont désactivées par réactions de terminaison, lorsque deux centres actifs se

rencontrent. Il en existe deux types en polymérisation radicalaire, la dismutation et la re-
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combinaison. Dans le cas du PSs, il a été montré que la recombinaison constitue la principale

voie de terminaison.1?

2.1.3.2 Polymérisation en émulsion du styréne ensemencée par la silice : savoir-

faire acquis par I’équipe préalablement a cette étude

La synthése de multipodes silice/Ps s’effectue selon le protocole développé dans le groupe
lors de travaux précédents.! 1911141 [e nombre moyen de latex accrochés au germe de silice
est controlé par divers paramétres expérimentaux. Ceux-ci agissent en réalité sur le rapport
de taille entre les germes de silice et les nodules de PS. Il est ainsi possible de jouer sur la

taille des germes de silice et sur la composition du mélange de tensioactifs.

Influence de la taille des germes de silice

Adeline Perro montra que le nombre de nodules de PS pouvant se loger & la surface d’un
germe de silice est lié & son diamétre.'™ Plus le germe est gros, plus le nombre de nodules
pouvant s’y attacher augmente. Un modéle inspiré des travaux de Battye et al. consiste a
minimiser 1’énergie potentielle en considérant deux termes. Le premier retranscrit 'attrac-
tion des nodules de Ps pour le germe de silice alors que le second retranscrit la répulsion
inter-nodulaire (equation (2.4)).'2° Ce modéle permet de relier le diamétre du germe de

silice avec le nombre maximal de nodules pouvant exister a la surface (équation (2.5)).

n

E:Z;|xi|2—22xzj (2.4)

i j<i

. - (2.5)

Dsio, K % 2 X Nps/si0, 1
B 3 2 x NPS/SiOQ

Les résultats furent confirmés par Anthony Désert qui rapporta dans ses travaux de thése
que des germes de 55nm conduisent préférentiellement a des tétrapodes alors que des

germes de 85 nm conduisent & des hexapodes et des germes de 146 nm & des dodécapodes. !

Influence de la composition du mélange de tensioactifs

Le tensioactif est un élément déterminant de la polymérisation en émulsion. Il joue un role
essentiel dans les mécanismes de nucléation-croissance ainsi que pour la stabilisation des
particules. Il existe deux types de tensioactifs : les tensioactifs ioniques et les tensioactifs
non-ioniques conférant aux particules une stabilité de nature respectivement électrostatique
et stérique. La polymérisation en émulsion du styréne réalisée seulement avec le NP30,
un tensioactif non-ionique, a montré de nombreuses limites. Au-dela de la toxicité du
tensioactif, la polymérisation est lente et conduit & ’obtention de particules relativement
grosses avec coexistence de populations due entre autres & de la nucléation tardive. En

revanche, toute tentative de polymérisation en son absence a conduit a des morphologies
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plus variées. Sa présence est donc essentielle pour controéler la formation de multipodes.
L’utilisation simultanée de tensioactifs non-ioniques et ioniques a permis de résoudre en
partie ces problémes. En effet, I’ajout d’un tensioactif ionique permet un meilleur contréle
de I’étape de nucléation grice & une meilleure stabilisation des particules en croissance.
Les phénomeénes de coalescence sont ainsi réduits générant en fin de réaction des particules
plus nombreuses et donc avec des tailles plus petites que celles obtenues avec un systéme

utilisant seulement un tensioactif non-ionique.

Anthony Désert étudia I'influence du systéme de tensioactifs composé de NP30 et de dodé-
cylsulfate de sodium (sDS) en différentes proportions.! Il montra que I’ajout du tensioac-
tif ionique méme en faible quantité améliore considérablement la polymérisation. Plus la
quantité de sDs introduite est élevée, plus les particules de PS synthétisées sont petites et
nombreuses avec une diminution quasi-linéaire de leur diamétre entre 1 et 20 w %.4! L uti-
lisation d’un tel systéme permet de former des latex avec une distribution en taille bien
meilleure et de gagner en reproductibilité. Des taux de conversion proches de 100 % sont
atteints & des temps de réaction plus courts (5h). Ceci s’explique par le fait que le mono-
meére est consommé plus rapidement par les particules en croissance bien plus nombreuses

que dans un systéme ot seul le NP30 est présent.

Le modéle de Thill

Un modéle fut développé par Antoine Thill pour déterminer les morphologies obtenues en
fonction des paramétres sélectionnés.'?! Ce modéle est basé sur des considérations géomé-
triques et répond au probléme de 'arrangement de sphéres dures en croissance & la surface
d’une sphére dure centrale (cf. figure 2.5). Pour cela, plusieurs hypothéses sont faites : (i)
Seule la nucléation hétérogéne (en surface des germes) se produit. (i) Les phases de nu-
cléation et de croissance sont distinctes. (iii) Les nuclei sont distribués de maniére aléatoire

a la surface des germes de silice.

David NGuyen montra par cryoEM que dés les premiéres minutes de réaction, un nombre
limité de nuclei apparait a la surface des germes.?0 Ce nombre peut étre influencé par

divers parameétres tels que la température, le tensioactif et la concentration de ’amorceur.

Une fois I’étape de nucléation achevée commence I’étape de croissance. Le modéle de Thill
simule les différents phénoménes qui peuvent avoir lieu durant cette phase. Au cours de
leur croissance, il arrive un moment ou les latex entrent en contact. Différents scénarios

régis par des probabilités peuvent alors se produire :

— Les nodules se repoussent et se déplacent a la surface du germe (probabilité Pp)

— Les nodules ne se repoussent pas (probabilité 1 — Pp)

L’absence de répulsion peut étre due & des limitations géométriques ot les nodules sont

déja tous en contact. Les simulations ont permis de déterminer les domaines d’existence
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et de non-existence des clusters pour chaque valeur de nombre de nodules par germe de
silice Npg,gi02. La courbe figure 2.5a montre ces domaines. Chaque palier rouge indique la
valeur limite du rapport volumique, noté Rv, entre le PS et la silice. Cette valeur représente

le moment ol les nodules sont en contact et ne peuvent plus se déplacer.
Pour que la croissance puisse continuer les nodules ont besoin d’espace. Deux possibilités
s’offrent alors aux nodules en contact :

— La coalescence entre deux nodules (probabilité Pr)

— L’expulsion de 'un d’entre eux (probabilité 1 — Pr)

1000 — T T T T T T T T T T CO?!?Scence
domaine de non-existence (@ ©
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nucléation |
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FIGURE 2.5 - Modéle de Thill. (a) Diagramme des domaines d’existence et de mon-existence
des clusters composés de nodules de PS arrangés a la surface d’une sphére de silice centrale. (b)
Reégles du modele de Thill pour la croissance des nodules de ps??

Quelle que soit la route suivie, le nombre de nodules attachés a la surface diminue d’une
unité. Néanmoins, I’événement de coalescence entraine 1’élargissement de la distribution en
taille des nodules de Ps. Ce processus se répéte jusqu’a la fin de la réaction de polymeéri-

sation et conditionne la morphologie majoritaire obtenue.

2.1.3.3 Synthése de tétrapodes silice/polystyréne selon la recette type

Afin de synthétiser des tétrapodes silice/Ps, le protocole suivi a été celui développé par

Anthony Désert3? 12! (protocole 4). Les germes préalablement obtenus sont ajoutés a une

solution aqueuse de tensioactifs composée d’'un mélange NP30/SDs avec 5 % massique de

sps. L’amorgage est effectué grace au persulfate de sodium (protocole 4).

Protocole 4 : Synthése de tétrapodes silice/pPs

Dans un ballon tricol de 250 mL sont ajoutés successivement I’eau ultrapure, 3 g/L de tensioactifs
avec d’abord 950 pL d’une solution aqueuse de NP30 & 150 g/L puis 150 pL d’une solution aqueuse de
sDs & 50 g/L pour avoir un rapport massique de 95/5, puis la dispersion de nanoparticules de silice

fonctionnalisées aprés un traitement dans une cuve ultrasons de 15 minutes. Le volume de germes
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de silice & introduire est calculé au préalable afin d’avoir une concentration précise en particules
au sein du milieu réactionnel permettant obtention de particules hybrides silice/polystyréne ayant
la morphologie ciblée.!1%41:43 e volume d’eau ultrapure est tel que le volume total du mélange
initial (suspension-tensioactifs+eau) soit de 50 mL. Le milieu réactionnel est désaéré par bullage
d’azote d’'une heure & température ambiante. Puis, 5,5 mL de styréne sont introduits et le milieu
est émulsionné a 300 tr/min pendant 20 min sous atmosphére d’azote. La vitesse d’agitation est
ensuite abaissée & 150rpm et la température portée a 70°C. En paralléle, 0,1 g de persulfate de
sodium est dissout dans 4 mlL d’eau ultrapure et désaéré. Une fois la température stabilisée, un
millilitre de la solution de persulfate de sodium est ajouté au milieu réactionnel pour amorcer
la polymérisation. Aprés 6h, la réaction est considérée comme terminée. La réalisation d’extraits
secs permet de déterminer le taux de conversion du styréne. Les rendements morphologiques sont

déterminés par MET sur la base minimale de 250 multipodes.

Au cours de ces travaux de thése, c’est majoritairement la fabrication de tétrapodes qui

a été réalisée. Pour obtenir cette morphologie, des germes de silice de 55nm de dia-

métre ont été utilisés. Ils ont systématiquement été préalablement fonctionnalisés avec

0,50 fctys /nm? selon le protocole 3. La composition du mélange de tensioactifs a toujours

été de 95 et 5% massique en NP30 et SDS respectivement.

La

cinquantaine de synthéses de molécules colloidales silice/Ps réalisées conduisent majori-

tairement & ’obtention de tétrapodes. Les compositions de lots représentatifs sont données

tableau 2.2. Les rendements sont calculés par rapport a la silice, ce qui signifie qu’un objet

a deux coeurs compte double. Des sous-produits sont néanmoins formés lors de la polyméri-

sation comme l'illustre la figure 2.6, un cliché MET du lot n°2 ot les différentes morphologies

de

les

De

multipodes ont été colorées. Ainsi, les tétrapodes sont en vert, les tripodes en bleu et

multipodes & plusieurs cceurs, également appelés multisilices, en rouge.

TABLEAU 2.2 — Composition finale de lots de multipodes représentatifs synthétisés a partir
de germes de 55nm, fonctionnalisés selon le protocole 3 avec les conditions expérimentales sui-
vantes : une concentration en germes de silice de 53nm fonctionnalisés MMs de 1,8.10' parti-
cules/L ; une concentration en tensioactifs de 3 g/L avec un rapport massique NP30/SDS de 95/5
et une concentration en styréne de 100g/1L. * essentiellement bipodes et hexapodes.

Composition finale des lots de multipodes (%)

n° de lot  age des tripodes  tétrapodes autres”  multisilices
germes
Lot 1 19] 19 48 1 32
Lot 2 20 21 61 1 17
Lot 3 20j 20 65 1 14
Lot 4 30 27 49 5 19
Lot 5 3] 13 61 5 21

fagon générale, les lots possédent plus de 15% de morphologies multisilices. Ponctuel-

lement, cette valeur dépasse les 30 % (lot 1, tableau 2.2).
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FIGURE 2.6 - Cliché MET du lot de multipodes silice/PS n°2. Les tétrapodes ont été colorés en
vert, les tripodes en bleu et les multipodes a plusieurs ceeurs en rouge. Barres d’échelle : 500 nm
et 50nm pour les encarts.

2.1.3.4 Comment minimiser les sous-produits de type « multisilices » 7

Ce type de morphologies est indésirable et doit par conséquent étre réduit autant que
possible. Elles sont récurrentes dans la plupart des synthéses effectuées et résultent vrai-
semblablement de diméres voire triméres déja présents avant l'étape de polymeérisation.
Véronique Many mit en avant le fait que l'utilisation de germes 4gés favorisait la formation
de ces morphologies & plusieurs coeurs.*? Dans les travaux présentés dans ce manuscrit, ce
facteur n’a pas eu d’influence sur la quantité de morphologies multisilice. L’age des germes

utilisés pour les synthése de tétrapodes figure dans le tableau 2.2.

La présence de ces morphologies pourrait également étre expliquée par une agrégation
covalente irréversible entre les germes. Dans le présent travail, c’est cette hypothése qui
a été étudiée et dans ce cadre, la fonctionnalisation représente une étape cruciale. En
effet, de cette derniére peut dépendre le reste du procédé d’élaboration des particules a
patchs. La fonctionnalisation idéale est celle ou I'agent de couplage est réparti de maniére
uniforme a la surface de la particule (figure 2.7a). Avec le protocole 3, ou la solution d’agent
fonctionnalisant est ajoutée en une fois, il peut étre envisagé que la modification de surface
ne soit pas homogeéne (figure 2.7b) voire que les molécules de MMmS, & l'instar du TEOS
lorsqu’il est ajouté trop rapidement, s’hydrolysent et commencent a condenser entre elles
pour ensuite se greffer en surface des particules de silice et ainsi former des « amas » d’agent

de fonctionnalisation susceptibles de ponter les particules entre elles (cf. figure 2.7c-f).

Afin de vérifier cette hypothése, les germes ont été analysés par MET haute résolution. Pour

cela, un JEOL JEM-2200Fs opérant & 200 kV a été utilisé. Malheureusement, les observations
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Collision

FIGURE 2.7 - Possibilités de greffage de l’agent de couplage en surface du germe et du pontage
entre deux germes. (a) Un greffage homogéne ; (b) un greffage en ilots; (c) un greffage en amas.
Le bleu clair représente la silice fonctionnalisée et le bleu foncée la silice brute. (d) Deuz particules
isolées avec un greffage de MMS en amas; (e) agregées aprés collision; (f) cliché MET haute
résolution de deux particules pontées. Barre d’échelle : 5nm.

n’ont pas permis de mettre en évidence ces amas a la surface des particules de silice. En
revanche, des ponts comme celui présenté figure 2.7f ont parfois été observés. Leur nature
chimique est incertaine, leur instabilité sous le faisceau électronique n’ayant pas permis de

les caractériser par analyse dispersive en énergie (EDX).

Dans le présent travail, en considérant ’hypothése illustrée figure 2.7, il a été envisagé
d’étudier l'influence de 'homogénéité de la modification de surface sur la présence de
morphologies multisilices. Pour ce faire, le protocole de fonctionnalisation a été revu. Brié-
vement, la solution d’agent de couplage davantage diluée est ajoutée au milieu réactionnel
froid (0°C) a débit lent a l'aide d’un pousse-seringue. La diminution de la température
permettrait d’abaisser la réactivité pour favoriser ’hétérocondensation plutot que 1’homo-

condensation des molécules de MMS.
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Protocole 5 : Fonctionnalisation optimisée des germes de silice

Le ballon d’un litre contenant la suspension issue du protocole 2 est immergé dans un bain de glace.
Une solution de Mms a4 1072 mol/L est préparée par dilution dans I’éthanol & 4 °C. Un volume Vs de
cette solution, calculé selon I’équation (2.3), est ajouté progressivement a la suspension a un débit de
0,5mL/h & 'aide d’'un pousse-seringue automatique. Le milieu est agité & 350 tr/min durant la nuit.
L’ammoniaque et 1’éthanol sont partiellement éliminés a ’évaporateur rotatif (60°C, 250 mbar).
De l'eau ultrapure est ensuite ajoutée afin d’évaporer le restant d’éthanol. La concentration de la

suspension est déterminée par extraits secs.

Des analyses élémentaires ont été faites sur des particules de silice vierges ainsi que sur
des germes fabriqués soit selon le protocole 3 soit selon le protocole 5. Les résultats ne
permettent pas de connaitre la distribution des molécules de MMS & la surface du germe
mais de constater une augmentation de la quantité de carbone présent dans le cas de la
fonctionnalisation selon le protocole optimisé (cf. tableau 2.3). Le carbone présent sur les
germes vierges provient des groupements éthoxy du TEOS non-hydrolysés. De méme il est
possible que I'augmentation du taux de carbone pour les germes fonctionnalisés selon le
protocole 5 résulte des groupements éthoxy moins facilement hydrolysés & 0 °C. Ceci aurait
pu étre contrdlé en forcant ’hydrolyse par un traitement acide post-greffage. La qualité
de la fonctionnalisation ne sera finalement appréciée que lors de I’étape de polymeérisation,
avec d'une part la réussite de la synthése des molécules colloidales silice/PS et d’autre part
la proportion de multisilice dans le lot fabriqué.

TABLEAU 2.3 — Pourcentages de carbone obtenus par analyse élémentaire de germes avant et
apres fonctionnalisation selon le protocole classique ou le protocole optimisé.

- . Germes Germes Germes
Echantillon . ) ..,
vierges classiques optimisés
Valeur 1 7,06 8,28 9,26
Valeur 2 6,91 8,01 10,28
Moyenne 7,0 8,1 9,8
Ecart-type 0,1 0,2 0,7

2.1.3.5 Validation du protocole optimisé

De nouvelles réactions de polymérisation en émulsion du styréne ont été réalisées dans les
mémes conditions que précédemment (100 g/L de styréne, un taux de greffage nominal
de 0,50 fct/nm? et 95% de NP30) mais avec des germes fonctionnalisés selon le proto-
cole 5. Les clichés de microscopie de ces lots montrent la forte diminution de la présence
des morphologies multisilice. Cependant, contrairement & nos attentes, ce n’est pas a la
morphologie tétrapode (qui reste néanmoins la population majoritaire) que bénéficie cette
réduction mais a la morphologie tripode (tableau 2.4). Les lots synthétisés dans les condi-

tions pour obtenir majoritairement des tétrapodes donnent davantage de tripodes que les
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19 % annoncés lors des travaux précédents.'?6

TABLEAU 2.4 — Composition finale de lots de multipodes synthétisés a partir de germes de silice
de 55nm, fonctionnalisés avec un tauz de greffage en MMs de 0,50 fct/nm? selon le protocole 5
et avec un rapport NP30/sDs de 95/5.

Composition finale des lots de multipodes (%)

n°® de lot  bipodes tripodes  tétrapodes  autres multisilices

Lot 6 2 39 o7 0 2
Lot 7 3 34 59 0 4
Lot 8 4 40 53 1 1
Lot 9 6 46 45 1 2
Lot 10 12 39 44 3 2

Cette augmentation du taux de tripodes semble confirmer que la surface du germe est
davantage hydrophobe comparée a celle d’un germe préparé selon le protocole classique,
ce qui indiquerait un meilleur rendement greffage et/ou une meilleure homogénéité de
I’agent de couplage. En effet, la surface de silice comportant plus de molécules de MMS, elle
devient plus hydrophobe et donc plus mouillante, rendant les nodules de Ps plus & méme
de coalescer pour former des morphologies avec moins de nodules comme des tripodes ou
des bipodes. Une déviation entre le taux nominal et la quantité réelle de MMS greffée entre
un lot de germes préparé selon le protocole classique et un lot de germes préparé selon
le protocole optimisé est donc créée. Par conséquent, afin d’obtenir majoritairement des

tétrapodes, il est apparu nécessaire de diminuer le taux de greffage nominal.

2.1.3.6 Influence de la réduction du taux de greffage de 1’agent de couplage

Une étude de I'influence du taux de greffage nominal sur le rendement morphologique a
été menée. Pour cela, la synthése de germes fonctionnalisés selon le protocole 5 avec 0,50
- 0,40 - 0,35 et 0,25 fct/nm? a été effectuée. Les rendements morphologiques obtenus sont
rapportés dans le tableau 2.5. Les germes fonctionnalisés avec un taux de greffage inférieur

a 0,35 fct/nm? n’ont pas permis I'obtention de multipodes silice/PS.

Comme attendu, la diminution du taux de greffage et donc de I'hydrophobie du germe
entraine une augmentation de la proportion de tétrapodes. Il est ainsi possible de passer
de lots contenant en moyenne 52 % de tétrapodes pour un taux de greffage a 0,50 fct/nm?
(tableau 2.4) & des lots contenant jusqu’a 89 % de tétapodes pour un taux de greffage
4 0,35 fct/nm? (tableau 2.5). Des clichés de MET de lots synthétisés dans les différentes

conditions expérimentales sont présentés sur la figure 2.8.
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TABLEAU 2.5 — Composition finale de lots de multipodes synthétisés a partir de germes de
silice de 55nm fonctionnalisés avec un tauz de greffage en MMs de 0,40 ou 0,35 fct/nm2 selon
le protocole 5 et avec un ratio NP30/sps de 95/5.

Composition finale du lot de multipodes (%)

taux de

n° de lot greffage  bipodes tripodes tétrapodes autres  multisilices
(fct /nm?)

Lot 11 4 24 70 1 1

Lot 12 0,40 2 26 70 0 2

Lot 13 1 5 89 0 4

Lot 14 1 12 83 1 3

Lot 15 0,35 1 11 82 5 1

Lot 16 1 14 80 4 1

Lot 17 1 15 82 1 1

FIGURE 2.8 — Clichés MET de multipodes silice/Ps synthetzses a partzr de germes fonctionna-
lisés a différents tauz de greffage. (a) Lot n°13 synthétisé avec un tauz de greffage en MMS de
0,35 fct/nm? ; (b) lot n°11 synthétisé avec 0,40 fet/nm? ; (c) lot n°6 synthétisé avec 0,50 fct/nm?.
Barres d echelle 200 nm.

2.1.4 Conversion des tétrapodes silice/polystyréne en parti-

cules de silice & quatre patchs

Une fois les molécules colloidales silice/PS synthétisées, deux étapes supplémentaires sont
nécessaires pour obtenir des particules & patchs cavitaires. Dans un premier temps, le
coeur de silice du multipode est regrossi en se servant des nodules comme masques. Puis,

ces derniers sont dissous pour laisser apparaitre les cavités (cf. figure 2.1).

2.1.4.1 Regrossissement du cceur de silice et dissolution des nodules de poly-

styréne

Le regrossissement du coeur de silice est réalisé par ajout de TEOS dans un milieu Stober
comme décrit dans le protocole 6. Le principal défi ici est d’éviter a la fois la nucléation

secondaire et faire en sorte que la condensation n’ait lieu qu’a la surface de la silice et non
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des nodules de PS. C’est pourquoi une solution de TEOS a 10 % volumique dans I’éthanol
absolu est ajoutée lentement puis le milieu est centrifugé pour éliminer les molécules de

TEOS et leurs éventuels condensats restés en solution.

Protocole 6 : Regrossissement du cceur de silice

228 mL d’éthanol absolu, 17,5 mL d’ammoniaque (28 %) et 5mL de la dispersion de multipodes
silice/ps (1,8.10'® particules/L) sont introduits dans un ballon monocol de 500 mr. 5mr d’une
solution de TEOS & 10 % volumique dans I’éthanol absolu sont ajoutés grace a un pousse seringue
automatique & un débit de 1 mL/h & température ambiante sous agitation & 350 tr/min. Deux heures
apreés la fin de ’ajout, la suspension est centrifugée a 12 000 tour/min pendant 10 minutes. Le culot
est alors redispersé dans ’éthanol et un prélévement est effectué pour procéder & une analyse par

MET.

La figure 2.9 présente des molécules colloidales dont le coeur de silice a été regrossi. Hormis
quelques rares nuclei de silice sur les nodules de PS, la majeure partie du TEOS se condense
bien sur le cceur pour le faire grossir. Son diamétre est désormais de 160 =4 nm. La présence
de nuclei de silice sur les nodules de PS n’est pas critique puisque ces derniers sont dissous

dans I'étape suivante et les nuclei sont éliminés au cours des étapes de centrifugation.

Les molécules colloidales & coeur regrossi sont ensuite converties en particules a patchs
cavitaires en procédant & la dissolution des nodules de PS par le THF suivant le protocole
7. Le nombre de cavités correspond au nombre de nodules initialement présents sur le
multipode. Durant ces travaux, seuls des lots de tétrapodes ont été convertis en particules

A patchs.

Protocole 7 : Dissolution des nodules de ps

25 mL de DMF sont ajoutés a la suspension obtenue suivant le protocole 6. Le ballon est placé sur
un évaporateur rotatif (70°C, 250 mbar). Lorsque la quasi totalité de ’éthanol est évaporée, la
température est montée a 90 °C. L’évaporation continue jusqu’a ce que le milieu réactionnel passe
de blanc a incolore. La suspension est alors lavée au THF par 3 cycles de centrifugation & 12 000 g
pendant 10 minutes puis redispersion dans 30 mL de THF. Les particules sont ensuite dispersées
dans 1’éthanol par 2 cycles de centrifugation/redispersion a 12 000 ¢ pendant 10 minutes avant

d’étre observées au MET.

La figure 2.9b montre les particules & patchs cavitaires obtenues aprés dissolution des
nodules de Ps grace a plusieurs cycles de centrifugation/lavage dans le THF. Néanmoins,
les chaines de PsS greffées de maniére covalente a la surface du germe initial sont toujours
présentes au fond des cavités comme cela a été prouvé précédemment par analyse dispersive

en énergie (EDX).80
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FIGURE 2.9 - Conversion des particules a ceeur regrossi en particules a patchs cavitaires. Cchés
MET de particules a ceeur regrossi (gauche) et particules a patchs apres dissolution des nodules de
PS (droite). Barre d’échelle : 200nm (100 nm dans Uencart gauche et 50 nm dans Uencart droit).

2.1.4.2 Fonctionnalisation des chaines de polystyréne résiduelles au fond des

cavités

Lors de travaux précédents, il avait été estimé, aprés dissolution des nodules de PS, que les
chaines résiduelles sont au nombre de 28 + 12 par cavité et possédent une masse molaire
moyenne en nombre supérieure a 500 000 g/mol.!% Ces chaines peuvent étre utilisées telles
quelles dans le cas ot I'assemblage des particules par voie hydrophobe est souhaité. Dans le
cadre de ce travail, la stratégie d’assemblage retenue est la voie covalente. Afin de convertir
les cavités en patchs collants, les chaines de PS ont été sélectivement fonctionnalisées selon

un protocole développé au laboratoire. 19980

Chlorométhylation

Les chaines de PS subissent une réaction de chlorométhylation rendant ainsi le ps réactif
vis-a-vis de nombreuses fonctions chimiques telles les thiols (-SH), les azotures (-N3) ou
encore les amines (-NHg) selon la chimie d’assemblage envisagée (click, peptidique, etc).
Cette réaction de substitution électrophile aromatique est réalisée selon le protocole 9. La
réaction du 1-(chlorométhoxy)butane sur le PS en présence du catalyseur SnCly permet de
fonctionnaliser chaque cycle aromatique avec un chlorométhyle (-CH,-Cl) en position para
(figure 2.10). Le 1-(chlorométhoxy)butane, non disponible commercialement, est synthétisé

selon le protocole 8.109

But-O-CH,-C1
—_—
CHCI, .45°C

Cl
FIGURE 2.10 - Schéma de la réaction de chlorométhylation du Ps.
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Protocole 8 : Synthése de ’agent de chlorométhylation, le 1-(chlorométhoxy)butane

Dans un ballon bicol de 250 mL sont placés un barreau aimanté ainsi que 50 g de chlorure de calcium.
Une solution aqueuse d’acide chlorhydrique 37 % massique est introduite dans une ampoule & brome
équipant un des cols du ballon. Le second col est fermé a l'aide d’un septum relié a un tuyau en
caoutchouc. L’autre extrémité de ce tuyau est reliée & une aiguille piquée dans le septum fermant
un ballon monocol de 500 mL contenant 200 mL de dichlorométhane, 28,8 mL de butan-1-ol, 9g de

paraformaldéhyde et un barreau aimanté. Ce ballon est plongé dans un bain d’eau glacée.

Le gaz formé par 'ajout goutte & goutte d’acide sur les billes de chlorure de calcium est conduit
via le tuyau dans le second ballon et vient buller dans le mélange de réactifs. La progression de la
réaction est visible avec I’apparition d’une phase aqueuse supérieure et la disparition des cristaux
de formaldéhyde. En fin de réaction, le contenu du ballon monocol est transféré dans une ampoule
a décanter. La phase organique (phase inférieure) est conservée. Le volume de dichlorométhane mis
en jeu est tel qu'une solution de 1-(chlorométhoxy)butane a 3mol/L soit obtenue. Cette solution

est conservée au réfrigérateur a 4°C.

Protocole 9 : Chlorométhylation des résidus de pPs

Aprés transfert dans 25 mL de chloroforme, les particules & cavités obtenues lors de ’étape précé-
dente (protocole 7) sont introduites dans un ballon monocol de 100 mL. 5 mL de la solution d’éther
de butyle et de chlorométhyle dans le dichlorométhane (& 3mol /1) et 300 uL de tétrachlorure d’étain
(IV) sont ajoutés. Le ballon est surmonté d’une colonne réfrigérante et la température est portée a
45°C pendant 15h. Les particules sont transférées dans I’éthanol par deux cycles de centrifugation.
Elles sont ensuite lavées deux fois avec une solution aqueuse d’acide chlorhydrique a 4 % massique,
puis deux fois avec un mélange 50/50 v/v eau/éthanol et sont finalement redispersées dans 25 mL

de DMF. Les cycles de centrifugation sont effectués a 12 000 g et durent 10 minutes.

Test colorimétrique a la NBP :

Dans un tube de 15 mL sont introduits 1 mL de la dispersion de particules dans le bMF, 2 mL d’une
solution de NBP (0,05 mol.LL ™! dans le DMF) et 15 uL de triéthylamine. Le mélange est porté a 90°C
pendant 30 min. Le culot devient violet et le surnageant reste jaune péle en raison de l'excés de

NBP.

Des analyses EDX montrérent que cette réaction permet de fonctionnaliser les chaines de PS
au fond des cavités.®0 Ici, seul un test colorimétrique qualitatif rapide basé sur la réaction
de la 4-(4-nitrobenzyl)pyridine (NBP) avec le chlorométhyle a été effectué. La coloration

violette des particules atteste de la bonne fonctionnalisation des chaines de ps (figure 2.11).

a
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FIGURE 2.11 — Test colorimétrique & la NBP. (a) Réaction entre un motif de PS chlorométhylé
et la NBP; (b) photographie de particules sédimentées apres réalisation du test. La coloration
violette atteste de la réussite du test.
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2.1.5 Optimisation de la pureté des lots par le tri des mor-

phologies

Dans l'optique de fabriquer des cristaux covalents par auto-assemblage, la pureté morpho-
logique et la régularité des briques élémentaires sont cruciales. Jusqu’a présent, la synthése
selon le protocole 4 n’a pas permis l'obtention de lots de molécules colloidales silice/PS
ayant une pureté supérieure a 89 %. Pour atteindre de plus hauts taux de pureté, les lots
doivent étre purifiés. La méthode de séparation choisie est la centrifugation en gradient de
densité. Il en existe plusieurs types, toutes issues du domaine de la biochimie. Ces méthodes

étant assez complexes, un apercu des possibilités offertes par chacune d’elle est nécessaire.

2.1.5.1 Introduction sur les techniques de centrifugation
2.1.5.1.1 Théorie

Une centrifugeuse est un appareil constitué d’un moteur entrainant un rotor autour d’un
axe de rotation. Le rotor dispose de godets dans lesquels sont placés les tubes a centrifuger.
En tournant, une force centrifuge F. s’exercant radialement vers I’extérieur est créée. Tous
les objets présents dans 1’échantillon y sont soumis et se déplacent avec une vitesse de
sédimentation dépendant également de deux autres forces opposées a la premiére, la poussée

d’Archiméde Fy, (également appelée force de flottaison) et la force de friction F¢ (cf. figure

2.12).
«— @ —>

FIGURE 2.12 - Forces agissant sur un objet lors d’une centrifugation.

La force centrifuge est donnée par 1’équation (2.6) :

F.=myw’z (2.6)

avec my, la masse de I'objet (une particule sphérique par exemple), w la vitesse angulaire
(rad.s~!) et  la distance entre I’axe de rotation et I'objet sur lequel agit la force. La masse
de la particule peut étre exprimée comme le produit de sa densité p, et de son volume V),

qui peut & son tour étre exprimé en fonction du rayon de la particule R, :

4
Fe.=pp (37TR§> wiz (2.7)

La force de flottaison est donnée par
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4
Fy = py <37TR2> Wiz (2.8)

avec pf (%WR]?;) la masse de fluide déplacée par la particule. Par ailleurs, toute particule se
déplacant a travers le fluide subit une force de friction allant a I’encontre de sa progression,

donnée par I'équation (2.9) :

Fy=6mRynv (2.9)

avec Ry le rayon hydrodynamique de la particule, n la viscosité du fluide et v la vitesse
de sédimentation de la particule & travers le fluide. Lorsque la particule est soumise & une
force centrifuge, elle se déplace avec une vitesse croissante jusqu’a ce que la force centrifuge

soit égale & la somme des forces de flottaison et de friction.

FCZFb—I-Ff (2.10)
Cette équation peut étre réarrangée pour donner

4

6 Run(r)v(r) = (pp — py(r)) <37rR§> Wl (2.11)

qui peut a son tour étre réarrangée pour en extraire la vitesse de sédimentation

2(py— ps(@) e (RS
v=3 @) (RH) (2.12)

Cette équation montre que la vitesse de sédimentation d’un objet est 1ié & sa densité et sa
taille. Par conséquent, deux objets ayant soit la méme taille et une densité différente soit

la méme densité et une taille différente auront des vitesses de sédimentation différentes.

2.1.5.1.2 Apergu des méthodes de centrifugation

Les techniques de centrifugation se divisent en deux grandes familles. D’un cété la centri-
fugation différentielle, de I’autre la centrifugation en gradient de densité. La centrifugation
différentielle repose sur l'utilisation d’un milieu homogéne. Les objets sont séparés prin-
cipalement selon leur taille. La centrifugation en gradient de densité requiert comme son
nom l'indique un milieu hétérogéne dont la densité augmente & 'approche du fond du tube.
Cette catégorie de centrifugation se décline en deux techniques, la centrifugation zonale et
la centrifugation isopycnique. La différence majeure est qu’en centrifugation isopycnique les

objets sont séparés uniquement selon leur différence de densité!??

123,124

alors qu’ils sont séparés

selon leur différence de taille en centrifugation zonale.
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La centrifugation différentielle

Le principe de base est d’accélérer la sédimentation naturelle des objets en appliquant une
force gravitationnelle. Le but est la séparation des constituants d’un échantillon entre le
culot (fond du tube) et le liquide (surnageant). Pour cela la séparation s’effectue selon la
différence de taille des différents objets. Plus il sont gros, plus ils atteignent le fond du tube
rapidement pour former un culot (¢f. figure 2.13). Ce type de centrifugation est dépendant
du temps. Si la durée de centrifugation est trop longue, tous les objets se trouvent dans
le culot. La durée optimale est celle qui permet de récupérer les objets d’intérét les plus
purs possible soit dans le culot soit dans le surnageant. En faisant sédimenter I'intégralité
des objets, ce type de centrifugation peut également étre utilisé pour réaliser des lavages,
des changements de solvant ou encore concentrer des échantillons. L’inconvénient de cette
technique est qu’il est possible que la force nécessaire pour faire sédimenter les gros objets
soit également suffisante pour faire sédimenter une portion des plus petits. Cela est d’autant
plus vrai que, di 4 'homogénéité de la suspension, toutes les tailles de particules dont les
plus petites, se trouvent déja au fond du tube avant méme le début de la centrifugation.
En un seul cycle, il n’est alors possible que d’isoler une fraction des objets les plus petits
dans le surnageant. La purification passe alors par la purification successive de chaque
population. Cette méthode est adéquate pour des objets ayant des différences de coeflicient

de sédimentation importantes.

O °
e O
. O. .t
o e O < .
2 |0 . LI .
E O oo .
€ '.O . °’y ° - ..
8 (@) O. R et ® .
(0] [ Ne) . O . :
g 'O.O O.- .... ..‘|°
L Oe N (@] .“ . o -
o O o *® o 20
O o ® CO
08 . © eeesd gest
. SwNeS wSOS
Yo Gy R
v ‘(%" WY
Temps

FIGURE 2.13 — Principe de la centrifugation différentielle. L’échantillon est initialement dis-
tribué de maniére homogéne dans le tube. La durée de centrifugation influence la séparation des
différentes populations d’objets.

Centrifugation en gradient de densité

Afin d’obtenir des séparations avec de meilleures résolutions, la centrifugation zonale et
la centrifugation isopycnique ont été développées. Dans les deux cas, le milieu homogéne
utilisé en centrifugation différentielle est remplacé par un gradient de densité, une solution
de densité croissante.

- Centrifugation zonale

S’il était possible de confiner la suspension & séparer dans une zone en haut du tube de
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centrifugation, alors les objets la composant pourraient se séparer en des zones discrétes en
fonction de leur vitesse de sédimentation. Expérimentalement, des perturbations (mouve-
ments de convection) ont lieu et la seule fagon pour éviter ce phénomeéne serait qu’a chaque
niveau de liquide, la densité soit inférieure & celle du niveau de liquide immédiatement en
dessous.

125,126 54 début des années 50 et nommée cen-

Cette technique fut développée par Brakke
trifugation « rate-zonal » en raison de la séparation basée sur les différences de vitesse
de sédimentation des objets. En centrifugation zonale, le tube de centrifugation est rempli
d’une solution de densité croissante formée soit par diffusion de couches de densités discon-
tinues soit en utilisant un appareil automatique. L’échantillon est ensuite déposé en une fine
couche au-dessus du gradient dont la densité n’excéde jamais celle des objets qui doivent
étre séparés quelle que soit la position dans le tube. A une force gravitationnelle donnée,
la masse et la friction sont différentes pour des objets de tailles et formes différentes. Cela
conduit & des coefficients de sédimentation et donc des vitesses de sédimentation diffé-
rentes permettant la bonne séparation. Les particules de tailles similaires sédimentent en
bandes fines. Chaque taille produit une bande & un endroit dans le tube selon la vitesse de
sédimentation (figure 2.14). Cette méthode de centrifugation posséde donc 'avantage de
permettre la séparation de plusieurs populations en un cycle. Cependant il est important
de garder & 'esprit qu’ici la séparation est dépendante du temps. En effet, la totalité des
objets possédant une densité supérieure & celle du milieu, ils finiront tous dans le culot s’ils

sont soumis & la force gravitationnelle pour une durée trop longue.
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FIGURE 2.14 - Principe de la centrifugation « rate-zonal ». L’échantillon est déposé en une
fine couche au-dessus du gradient (A) puis est centrifugé a l'aide d’un rotor a godets oscillants
(B). En fin de centrifugation, le tube revient a sa position initiale tout en préservant l'intégrité
des bandes obtenues (C).

Dans le domaine des colloides synthétiques, cette technique fut utilisée dés 2003 par Pine

et coll. pour la séparation de clusters de PS.!? Bien que les billes de PS aient la méme den-
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sité, les clusters peuvent étre séparés grace a la variation de leur vitesse de sédimentation
en fonction de leur configuration. Ainsi, ils sont séparés grace & un gradient linéaire de
Ficoll 400 3-9% w/w réalisé a partir d’une solution aqueuse de Pluronic F108 a 1% w/w.
Aprés centrifugation, 14 bandes correspondants aux différentes morphologies de molécules
colloidales sont obtenues (figure 2.15a). Cette méthode fut également utilisée par Kraft et
al. pour séparer des molécules colloidales de PS.'¥ Wang et al. utilisérent la centrifugation
zonale pour séparer des particules & patchs de PS.”® C’est un gradient linéaire de glycérol
5-20% w/w qui permit la séparation des clusters en 12 bandes. A chaque bande corres-
pondait une morphologie; la bande la plus haute était constituée de particules a patchs
monovalentes et la bande la plus basse par les particules dodécavalentes (figure 2.15b). Une
séparation également basée sur un gradient linaire de glycérol 5-60 % w/w fut rapportée

par Yi et coll. pour la séparation de clusters de Ps (figure 2.15¢).27

FIGURE 2.15 — Séparation de molécules colloidales et de particules & patchs par centrifugation
en gradient de densité. Photographie du tube de centrifugation aprés séparation (a) de molécules
colloidales de ps sur gradient de Ficoll 400 et clichés MEB des bandes correspondant aux clusters
composés de 2, 3, 4 et 5 billes de ps??; (b) de particules & patchs de PS sur gradient de glycérol
et clichés MEB des bandes correspondant aux particules a 1, 3, 4 et 12 patchs™® ; (c) de molécules
colloidales de Ps sur gradient de glycérol et clichés des bandes correspondant aux clusters composés
de 2, 3, 4 et 5 billes de ps.**” Barres d’échelle : (a) 1pm; (b) 500nm; (c) 2um.

i

Plusieurs équipes utilisérent la centrifugation zonale sur gradient de sucrose pour réaliser
une purification post-synthése de leur échantillon. Avec un gradient continu 30-70 %, Lin
et coll. montrérent qu'’il est possible de séparer les différentes morphologies obtenues aprés
une synthése de particules d’argent.'?® Les sphéres sont situées dans les bandes les plus
hautes (figure 2.16¢c-d) et les fils dans les bandes les plus basses (figure 2.16g-h) alors que
les cubes sont situés dans la bande intermédiaire (figure 2.16f). Avec un gradient linéaire
de sucrose 50-60% (w/v), Odom et coll. rapportérent la séparation de nano-étoiles d’or.'2?
Les particules telles que synthétisées sont triées selon la taille (20-80 nm) et le nombre de
branches (0-8) qu’elles possédent (figure 2.161). Ils démontrérent également qu'un deuxiéme

cycle de centrifugation ne permet pas d’atteindre une meilleure séparation.
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FIGURE 2.16 - Séparation de particules par centrifugation en gradient de densité. (a) Mélange
de particules et de fils d’argent. (b) Photographie du tube aprés centrifugation. (c-h) Clichés MEB
des fractions F1, F2, F3, Fj, F5 et F7.'%% (i) Photographie du tube aprés centrifugation de
particules d’or. (j) Clichés MET de différentes fractions.’®® Barres d’échelle : (a, e, f) 1um; (c,
d) 500nm; (g,h) 2pm; (j) 100 nm.

- Centrifugation isopycnique

En centrifugation isopycnique la séparation ne s’effectue que selon la densité, sans se soucier
de la taille des objets. L’échantillon & séparer peut aussi bien étre déposé en une couche dans
ou au-dessus du gradient qu’étre distribué de maniére homogene dans le gradient (2.17).

Les objets ayant des densités différentes de celle du milieu sédimentent ou flottent dans le
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gradient jusqu’a trouver la position ou leur densité p, et celle du fluide p;, les entourant
sont identiques. Généralement, ce type de centrifugation requiert des durées assez longues
car les particules ont besoin de temps pour trouver leur zone isopycnique (p, — pr, = 0) et
s’y installer sous la forme d’une bande. La densité & laquelle une particule est & sa position
isopycnique peut varier si la particule est perméable au soluté utilisé ou si des molécules

de soluté s’adsorbent sur la particule.
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FIGURE 2.17 - Principe de la centrifugation isopycnique. L’échantillon peut étre disposé en une
fine couche au-dessus du gradient (A) ou étre mélangé o ce dernier (C) avant d’étre centrifugé.
Les bandes formées sont composées de particules de densité similaire (B).

La centrifugation isopycnique fut décrite pour la premiére fois par Harvey en 1931 lors de ses
travaux de séparation d’ceufs d’oursins.'” Toujours dans des applications biochimiques,
Meselson utilisa cette technique avec un gradient de chlorure de césium pour étudier la

131 De nombreuses études ont étendu cette technique & la séparation

séparation de I’ADN.
de virus, ribosomes, acide ribonucléique (ARN), etc. Ce n’est qu’en 2005 que cette méthode
fut utilisée pour la premiére fois par Hersam et coll. pour isoler des nanotubes de carbone
simple-feuillet (SWNTs) en fonction de leur diamétre.!3? En enrobant les nanotubes avec
de I’ADN, ils augmentérent ’épaisseur de la couche de solvatation et par conséquent la

différence de densité entre les SWNTS.

Toujours en utilisant la centrifugation isopycnique, la méme équipe fut capable de trier des
nanotubes de carbone en fonction de leur taille et de leur nombre de feuillets. Pour cela,
ils utilisérent le cholate de sodium, un tensioactif anionique permettant de faire augmenter
la densité apparente des SWNTs & mesure que leur diamétre augmente (figure 2.18a).133
Un mélange de nanotubes de carbone pour lequel les SWNTs et les nanotubes de carbone
double-feuillet (DWNTs) possédent le méme diamétre externe, est trié par deux cycles de
centrifugation sur gradient d’iodixanol. Le premier cycle consiste & faire sédimenter les
nanotubes alors que le second cycle consiste a les faire remonter en injectant la suspension
issue du premier cycle dans le fond du tube de centrifugation. La figure 2.18b montre la
photographie du tube et des bandes obtenues aprés le premier cycle de centrifugation. La
suspension est séparée de maniére efficace pour donner des suspensions monodisperses de

sWNTs de différents diamétres et de DWNTs. 34
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FIGURE 2.18 - Séparation de SWNTs et de DWNTs par centrifugation en gradient de densité
isopycnique. (a) Illustration de Uencapsulation des nanotubes par le cholate de sodium et son
effet sur la densité apparente ; (b) photographie du tube apres le premier cycle de centrifugation.
Quatre bandes sont présentes et correspondent aur SWNTs de petits diametres (~0,7-1,1 nm), auz
SWNTs de grands diamétres (~1,6 nm), aux DWNTs et auz objets non séparés tels les impuretés
et les aggrégats.t®4

Maruyama et coll. montrérent le role important de la présence de sels biliaires (déoxycholate
de sodium (DOC)) et de tensioactifs (SDS) sur la séparation de sSWNTs.!3> Une suspension
de SWNTs stabilisée par un mélange DOC et SDS est séparée sur un gradient d’iodaxol
contenant également du SDS. Au cours de la centrifugation, les tubes se déplacent dans un
milieu riche en SDS. Les nanotubes de grand diamétre ont peu d’affinité pour le DOC qui est
peu a peu remplacé par le sDS. La taille de la couche d’hydratation de la micelle diminue
ce qui conduit & une augmentation de la densité et résulte en la séparation des tubes en
fonction de leurs propriétés électroniques. Les tubes de petit diamétre possédent une plus
forte affinité pour les molécules de DOC que pour celles de sDS. Par conséquent lorsque la
concentration de SDS augmente, les molécules de SDS se positionnent entre les molécules de
DOC. Il y a alors augmentation de la masse sans changement de volume, ce qui conduit &

I’augmentation des différences de densité et permet une séparation en fonction du diamétre
(figure 2.19).
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FIGURE 2.19 - Evolution de la structure de la micelle autour des tubes en fonction des différents
environnements de co-tensioactifs.?3°
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Hobbie et al. montrérent également la possibilité de séparer les nanotubes selon leur lon-

gueur.'% Un tri en fonction de leur chiralité est également possible.'37

Les gradients peuvent étre soit continus soit discontinus. Un gradient continu présente une
augmentation continue de la densité le long du tube. Au contraire, un gradient discontinu
est constitué d’une série de solutions de différentes densités superposées les unes sur les

autres avec un changement net de densité aux interfaces.

Gradient continu

Le profil du gradient est un paramétre important. Un gradient linéaire — dont la densité
augmente de fagon linéaire le long du tube — convient pour la plupart des centrifugations
zonales et peut aussi étre utilisé en centrifugation isopycnique. Un gradient linéaire peut
étre réalisé a I’aide d’un appareil composé de deux chambres cylindriques de méme diamétre
contenant la solution légére pour l'une et la solution lourde pour l'autre. Ces solutions
constituent les extrémités du gradient désiré. Ces deux chambres sont reliées entre elles a
leur base et une agitation permet d’effectuer le mélange (figure 2.20). Un gradient peut aussi
étre préparé a 'aide d’une machine dont le role est de mélanger les deux solutions mises
I'une au-dessus de 'autre dans le tube de centrifugation. En général, un gradient & forte
pente permet d’obtenir une meilleure résolution qu'un gradient & pente faible grace a la
formation de bandes plus étroites du fait de 'augmentation de la viscosité. Dans le cadre
d’une séparation isopycnique, un compromis doit étre trouvé entre un gradient & pente
forte produisant des bandes étroites et un gradient & pente faible permettant d’éloigner
davantage les bandes les unes des autres. Un gradient linéaire est utilisé dans le cas ot
les densités des objets a séparer sont distribuées uniformément. Si tel n’est pas le cas, un
gradient exponentiel (concave ou convexe) peut étre utilisé. Celui-ci peut étre obtenu avec
le méme type d’appareillage, mais pour lequel le diamétre du cylindre de I'une des chambres
varie. Le gradient linéaire comme le gradient exponentiel peuvent également étre réalisés
grace & des pompes péristaltiques dont les débits sont contrélés pour mélanger les deux
solutions et ainsi réaliser le profil de gradient souhaité. Un gradient concave (changement
de densité plus fort dans le bas du tube) est avantageux en centrifugation zonale puisqu’il
permet d’augmenter la résolution de la séparation en tirant profit du fait que la viscosité
plus élevée dans le bas du tube ralentit les objets avec les vitesses de sédimentation les plus
élevées alors que les particules avec des vitesses de sédimentation plus faible continuent
A étre séparées plus haut dans le tube. De plus il peut aider & éviter que les particules

forment un culot.

Gradient discontinu

Les gradients discontinus sont limités & la centrifugation isopycnique. Le gradient est pré-
paré en superposant avec attention des couches composées de solutions de différentes den-
sités les unes au-dessus des autres dans le tube de centrifugation. L’échantillon est & son

tour déposé au-dessus du gradient puis I’ensemble est centrifugé. Les objets sédimentent
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FIGURE 2.20 - Gradient mizer permettant de former un gradient linéaire.

jusqu’a rencontrer une barriére de densité constituée par une couche de densité supérieure
a la leur. Les objets ne peuvent pas sédimenter davantage et s’accumulent donc sous forme
de bandes a l'interface entre la couche qu’ils viennent de traverser et la suivante que leur
densité ne permet pas de pénétrer.

Equipement

Il existe trois types de rotors. Les rotors a angle fixe sont généralement utilisés pour la
centrifugation différentielle. Ils sont cependant inadéquats pour la centrifugation zonale
puisque les objets heurtent et glissent le long de la paroi du tube et terminent leur course
4 un endroit ou il ne devraient pas étre. Les rotors verticaux ne sont pas non plus recom-
mandés puisque la distance de parcours (le diamétre du tube) n’est pas suffisante pour
permettre une bonne séparation. En revanche, un rotor & godets oscillants s’avére trés

efficace pour ce type de séparation.

En centrifugation isopycnique, les trois types de rotor peuvent étre utilisés. Les rotors a
angles fixes et verticaux ont I'avantage d’offrir une distance de parcours inférieure a celle
d’un rotor oscillant. Plus la distance est courte, plus le temps de centrifugation nécessaire
pour atteindre 1’équilibre est court. La distance la plus courte est offerte par les rotors
verticaux. Cependant des bandes plus larges sont obtenues du fait de la ré-orientation
des gradients en fin de centrifugation. Si un gradient auto-formant (gradient de densité se
formant sous 'effet de la force centrifuge) est utilisé, pour une vitesse de rotation donnée,
la résolution sera meilleure avec un rotor a angle fixe ou un rotor vertical qu’avec un rotor

& godets oscillants.

Quelle approche pour la séparation de molécules colloidales silice/polystyréne ?

Dans la littérature, les travaux de séparation de molécules colloidales ou de particules &
patchs de taille micrométrique par centrifugation en gradient de densité zonale montrérent
des résultats intéressants et ce pour des accélérations basses et des temps de centrifugation
courts. Les différents clusters étant tous constitués d’un seul élément, généralement le PS,
ils possédent tous la méme densité. Le tri est alors effectué sur la base de la différence de
taille et donc de la masse des différents clusters. Dans le cas des travaux de Manoharan et

al.,’3 la différence de masse entre deux clusters « successifs » (dont le nombre de billes de
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PS constituant le cluster ne varie que d’une unité) n’est égale qu’a la masse de cette bille
de Ps. Plus ces billes sont grosses plus elles sont lourdes et rendent la différence de masse
entre deux clusters importante. Concernant les molécules colloidales silice/Ps synthétisées
au cours de ces travaux, les nodules de Ps ne font que quelques dizaines de nanométres,
ce qui représente une variation de masse beaucoup plus faible et rend par conséquent la
séparation des molécules colloidales plus compliquée. Ces derniéres possédent cependant
une différence de densité selon le nombre de nodules de PS attachés a la particule de silice
centrale. Cette différence de densité semble alors étre la clé pouvant rendre plus aisée la

séparation de ces objets. La centrifugation isopycnique a donc été choisie pour ces travaux.

2.1.5.2 Tri des morphologies par centrifugation en gradient de densité

Les densités des différents multipodes silice/PS ont été calculées en prenant en considération
une particule de silice centrale de 55 nm de diamétre et des nodules de Ps de 140, 150 et
160 nm de diamétre pour les tétrapodes, tripodes et bipodes respectivement. Les points
noirs sur la figure 2.21 montrent que les différences de densité sont trés faibles. Il parait
par conséquent trés compliqué de trier les multipodes tels quels. Il est néanmoins possible de
rendre ces différences plus prononcées en faisant recroitre le coeur de silice (points rouges).
Toutes les expériences de séparation présentées ci-dessous ont donc été effectuées sur des

lots de tétrapodes silice/Ps a cceur regrossi. Les seuls clusters d’intérét sont les tétrapodes.

La recroissance des multipodes est effectuée selon le protocole 6 & I’exception prés qu’au lieu
d’étre centrifugée aprés 'ajout de TEOS, la suspension est ici passée a I’évaporateur rotatif
pour éliminer ’ammoniaque et ’éthanol et ainsi transférer les particules dans 50 mL d’eau.
A taille de s identique, les multipodes sont d’autant plus denses que le nombre de nodules
de Ps présents est faible. Ainsi des tétrapodes sont plus légers que des tripodes, eux-mémes
plus légers que des bipodes. Les multipodes fabriqués autour de coeurs multisilices sont les
particules les plus lourdes. Les multipodes légers se trouveront par conséquent dans la
partie haute du tube alors que les multipodes les plus lourds tels que les multisilices seront
dans des zones plus basses du tube. Par ailleurs, les rotors utilisés au cours de cette étude
sont systématiquement des rotors a godets oscillants ot le tube est en position horizontale

lorsqu’une force centrifuge est appliquée.

2.1.5.2.1 Séparation par centrifugation sur gradient discontinu de glycérol

Dans le cadre de 'étude de la séparation des molécules colloidales silice/PS sur gradient
de glycérol, tous les gradients utilisés sont discontinus, composés de solutions aqueuses
de glycérol dont les concentrations sont exprimées en pourcentages massiques. Le volume
total des gradients est de 7mL et le volume des tubes de 7,2mL. La suspension a purifier
est composée de 70 % de tétrapodes, 22 % de tripodes, 6 % de multisilice et 2 % de bipodes.
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FIGURE 2.21 - Densités calculées des bipodes, tripodes et tétrapodes avant et aprés recroissance
du ceeur de silice. Les densités des morphologies avant recroissance sont calculées sur la base
d’une particule de silice de 55nm de diamétre et des nodules de ps de 140, 150 et 160nm de
diamétre pour les tétrapodes, tripodes et bipodes respectivement. Les densités des morphologies
regrossies sont calculées sur la base d’une particule de silice de 140nm de diamétre et des nodules
de PS, supposés isométriques, de 137, 149 et 160mm pour les tétrapodes, tripodes et bipodes
respectivement.

Protocole 10 : Séparation de particules sur gradient discontinu de glycérol

Dans des tubes de centrifugation de 7,2mL sont délicatement empilées les différentes solutions de
glycérol en commencant par la plus concentrée. 200 pL. de I’échantillon & purifier d’une concentration
de 1,8x10%? particules/L sont déposés au-dessus du gradient. La centrifugation est effectuée sur une
centrifugeuse Thermo Scientific Sorvall RC 6+ a une force centrifuge de 20 000 ¢ pour une durée de
1 heure et & une température de 20 °C. L’accélération et la décélération sont fixées & 4. Une fois la
centrifugation terminée, les tubes sont fractionnés en prélevant a I'aide d’une micropipette dans les
zones ol les particules ont migré. Les fractions sont lavées par dialyse. La composition de chaque

fraction est obtenue par analyse statistique des clichés MET sur la base minimale de 150 objets.

Le premier gradient testé est constitué de cing solutions de glycérol comprises entre 20 et
100 % massique, couvrant ainsi la quasi-totalité de la gamme de densité réalisable avec ce
composé (1,043 — 1,260). Un volume de 200 pL de I’échantillon (C= 1,8x10'° particules,/L)
& séparer est déposé au-dessus du gradient. La durée de centrifugation est d’une heure a
une accélération de 20 000 g. L’accélération et la décélération du rotor sont fixées a 4 pour
minimiser les perturbations lors du passage entre les positions verticale et horizontale du
tube. La température est fixée a 20°C (figure 2.22).

Aprés centrifugation, les particules sont réparties en deux zones. La premiére est une bande
fine située a l'interface entre les solutions de glycérol a 20 et 30 %. Elle est composée de
particules de Ps libres. La seconde zone, beaucoup plus large, a été fractionnée en deux

comme indiqué figure 2.22a pour étre analysée. Les compositions morphologiques sont
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FIGURE 2.22 - Centrifugation sur gradient de densité de glycérol discontinu 20-100 % des

molécules colloidales silice/PS G caeur regrossi. (a) Schéma du tube avant centrifugation et pho-

tographie apres centrifugation; (b) évolution de la composition des fractions prélevées F2 et F3

en fonction de la densité du milieu. La composition en tripodes et tétrapodes de la suspension
initiale est représentée par la ligne en pointillés inférieure et supérieure respectivement.

présentées figure 2.22b.

Comme attendu suite aux calculs de densité, un enrichissement en tétrapodes est constaté
pour la fraction légére F2 et un enrichissement en tripodes pour la fraction lourde F3. Ce-
pendant le taux de tétrapodes dans la fraction F2 n’est que de 77 %, soit un enrichissement

relativement faible par rapport aux 70 % présents dans 1’échantillon initial.

Les positions des particules aprés centrifugation montrent que la premiére solution de
glycérol d’une concentration de 20 % massique ne permet la séparation d’aucune particule.
Elle peut donc étre remplacée par une solution de densité différente pour augmenter la
qualité de la séparation. La fraction F2 est bloquée par la solution de glycérol a 60 %, il est
possible que les particules aient une densité inférieure a cela. C’est pourquoi, une solution
de densité intermédiaire entre celle de la solution a 30 % et celle de la solution a 60 % doit
étre ajoutée. Ainsi, un second gradient découlant directement du premier a été testé ou
des solutions de glycérol a 50 % et 70 % ont été introduites et les solutions a 20 et 100 %

supprimées. Les paramétres de centrifugation sont inchangés (cf. figure 2.23a).

Comme précédemment, les particules migrent en deux zones. La premiére bande est encore
une fois constituée de latex libres. La seconde zone a été divisée en trois fractions dont

les compositions sont présentées figure 2.23b. La composition initiale de la suspension est
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FIGURE 2.28 - Centrifugation sur gradient de densité de glycérol discontinu 30-80 % des
molécules colloidales silice/PS a ceeur regrossi. (a) Schéma du tube avant centrifugation et photo-
graphie aprés centrifugation ; (b) évolution de la composition des fractions prélevées (F2-Fj) en
fonction de la densité du milieu. La composition en tétrapodes et tripodes est représentée par les
lignes horizontales en haut et en bas respectivement. Les courbes noires représentent les résultats
obtenus avec le gradient précédent. (c¢) Clichés MET de la fraction F2 (a gauche) et de la fraction
F4 (a droite). Barres d’échelle : 200 nm

représentée par la ligne en pointillés supérieure pour les tétrapodes et inférieure pour les
tripodes. De plus, pour comparer 'efficacité des deux gradients, les résultats précédents

sont intégrés a la figure ; ce sont les courbes noires.

La fraction F2 présente un taux de tétrapodes de 82 %. La comparaison entre les courbes
rouges et les courbes noires montre que la séparation est reproductible méme lorsque le
gradient est légérement modifié. La séparation des tétrapodes se produit pour des densités
comprises entre celles des solutions de glycérol & 50 et 60 %. Il est donc nécessaire de revoir

la composition du gradient dont le pas de densité doit étre plus resserré dans cette gamme
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de valeurs.

Un troisiéme gradient a donc été étudié. Il débute donc par des solutions a 48, 50 et 52 et
58 % permettant un maillage plus fin dans la partie haute du tube ou les tétrapodes sont
attendus. Le volume de chaque solution est de 1mL sauf pour la solution la plus dense
qui est de 400 pL. Par ailleurs, les paramétres de centrifugation sont modifiés. La force est
augmentée a 45000 ¢g pour une durée de 17 heures et la température est abaissée a 4 °C.
L’accélération et la décélération du rotor sont maintenues a 4 (figure 2.24a). L’augmenta-
tion de ’accélération et de la durée permettent de s’assurer que le tube est bien & ’équilibre

en sortie de centrifugation.

Trois expériences sont présentées figure 2.24b. La différence entre elles est la composition
du lot de départ. Pour Iexpérience n°1 (en noir), un lot contenant 58 % de tétrapodes et
37% de tripodes est utilisé. Pour l'expérience n°2 (en rouge), le lot n°17 a été utilisé. Il
contient 82 % de tétrapodes et 15 % de tripodes. Enfin pour 'expérience n°3 (en bleu), c’est
le lot n°7 qui a été utilisé contenant quant a lui 59 % de tétrapodes et 34 % de tripodes. La
concentration de ces particules est de 3,6x10'* particules/L. Concernant les expériences
n°2 et 3, deux tubes identiques en tous points ont été centrifugés, ils sont représentés sur

le graphique par des traits pleins et des pointillés.

Quel que soit le taux de pureté en tétrapodes du lot de départ, un enrichissement en tétra-
podes est obtenu pour les fractions légéres. En effet, une fraction contenant environ 80 %
de tétrapodes peut étre obtenue a partir d’un lot de pureté moyenne (~60 %). L’enrichis-
sement est moins prononcé lorsque la pureté de départ est déja élevée. A partir du lot
contenant 82 % de tétrapodes, une pureté de 90 % peut étre atteinte. Les clichés MET des

molécules colloidales aprés séparation sont présentés figure 2.24c.

2.1.5.2.2 Séparation par ultracentrifugation sur gradient de sucrose

Dans une optique de comparaison, des tests ponctuels d’ultracentrifugation sur gradient
continu ont pu étre réalisés. Le gradient est fabriqué en utilisant un gradient maker, ici un
Biocomp gradient master 108, permettant une bonne reproductibilité entre les tubes prépa-
rés. Les programmes prédéfinis du gradient master 108 ne permettent pas de confectionner
des gradients de glycérol avec des pourcentages aussi élevés que ceux utilisés pour le gra-
dient discontinu. Par conséquent, le glycérol a été remplacé par du sucrose (20-60 % w/v)
dont la gamme de densité s’étend de 1,081 & 1,286.
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FIGURE 2.24 - Centrifugation sur gradient de densité de glycérol disontinu 48-90 % des mo-
lécules colloidales silice/Ps a ceur regrossi. (a) Schéma du tube avant centrifugation et photo-
graphie aprés centrifugation; (b) évolution de la composition en tétrapodes et tripodes de lots de
particules regrossies aprés centrifugation sur gradient de glycérol en fonction de la densité du
milieu; (c) clichés MET de la suspension initiale de clusters silice/Ps et des fractions aprés sé-
paration sur gradient de glycérol. Les clichés dans les cadres rouge et bleu montrent les fractions
légéres et lourdes pour les expériences 2 et 3 respectivement. Barres d’échelle : 200 nm.
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Protocole 11 : Séparation de particules sur gradient continu de sucrose

Quelques heures avant la centrifugation, les solutions aqueuse a 20 et 60 % w/v de sucrose sont
préparées puis stockées a 4 °C aprés dissolution compléte du soluté. Le temps de la préparation des
tubes, le rotor est placé dans 'ultracentrifugeuse a 4 °C. Le modéle utilisé est une Thermo Scientific
Sorvall wX+ ultra series. Les solutions de sucrose sont ensuite injectées & quelques millimétres du
fond du tube de centrifugation a l'aide d’une seringue et d’une aiguille émoussée en commencant
par la solution légére. Le gradient est ensuite réalisé par le gradient maker, un Biocomp gradient
master 108. Une fois le gradient prét, 500 nL de suspension de particules regrossies sont délicatement
déposés au-dessus du gradient. Les tubes sont ensuite équilibrés deux a deux puis finalement chargés
dans l'ultracentrifugeuse. Lorsque le vide est suffisamment bon, la centrifugation est démarrée. Les
paramétres de centrifugation (durée, le nombre de tour par minute, la température, ’accélération et
la décélération) sont renseignés. Une fois la centrifugation terminée, le contenu des tubes est divisé
en 30 fractions & ’aide d’un fractionneur. Le lavage des fractions se fait par transfert dans un tube
de 15mL puis ajout de 10 mL d’eau ultrapure. Quatre cycles de centrifugation/redispersion dans
I’eau suivis d’un autre avec redispersion dans I’éthanol sont effectués & 12000 g pendant 20 minutes.

La composition de la fraction est obtenue par MET.

Deux expériences de séparation sont présentées figure 2.25. Pour I'expérience n°1 (en noir)
un lot, appelé n°18, est utilisé. Il contient 83 % de tétrapodes, 12% de tripodes, 3% de
multisilice et 2 % de bipodes. Pour I'expérience 2 (en rouge), le lot n°17 (82 % de tétrapodes,
15 % de tripodes) dont la séparation avait déja été étudiée lors de la séparation sur gradient
de glycérol (expérience 2 figure 2.24) est ré-utilisé. La concentration de ces deux suspensions
est de 3,6x10' particules/L. La durée de centrifugation est de 14h a 234269 g. Cette
expérience permet de déterminer si la méthode de séparation est efficace quel que soit le
lot de départ et permet également de comparer les résultats avec ceux obtenus sur gradient

de glycérol discontinu.

Apreés séparation, le fractionnement des tubes est effectué a ’aide d’un Biocomp piston
gradient fractionator. Cette machine récupére 'intégralité du tube qu’elle sépare en 30
fractions. Les fractions ou les particules peuvent étre visualisées sont lavées pour éliminer
le sucrose puis analysées par MET pour déterminer leur composition. Les résultats obtenus
sont regroupés figure 2.25 ot seules les courbes concernant les morphologies tétrapodes et

tripodes sont présentées par souci de clarté.

La figure 2.25b présente la composition en tripodes et tétrapodes des fractions lavées.
Tout comme pour la séparation sur gradient de glycérol, les courbes noires montrent un
enrichissement en tétrapodes pour les fractions légéres, un enrichissement en tripodes pour
les fractions intermédiaires et un enrichissement en bipodes et multisilices pour les fractions
les plus denses. Les courbes rouges sont quant & elles différentes avec un maximum de
tétrapodes pour des fractions intermédiaires. Les clichés MET des suspensions initiales et
des fractions légéres et lourdes sont présentés figure 2.25¢. L’évolution des courbes rouges
pourrait s’expliquer par la polydispersité non négligeable des nodules de PS des clusters
silice/Ps composant le lot n°17. Ainsi, il est possible que des tripodes possédant 3 gros

nodules aient une densité équivalente a des tétrapodes ayant 4 nodules de tailles inférieures.
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FIGURE 2.25 - Centrifugation sur gradient de densité de sucrose continu 20- 60 % des clusters
silice/Ps & ceeur regrossi. (a) Evolution de la composition en tétrapodes et tripodes de lots de par-
ticules regrossies apreés centrifugation sur gradient de sucrose en fonction de la densité du milieu ;
(b) Clichés MET du lot initial, d’une fraction légere et d’une fraction lourde pour l’expérience 1
(encadrés en noir) et Uexpérience 2 (encadrés en rouge)

Les statistiques sur les diamétres de silice et de PS ainsi que la densité résultante sont

présentées tableau 2.6.

Les courbes d’évolution de la composition des fractions en fonction de la densité du milieu
pour la technique sur gradient de glycérol et celle sur gradient de sucrose sont rassemblées
figure 2.26. Les séparations obtenues par ces deux méthodes de centrifugation sont proches
a la différence prés que les fractions les plus pures en tétrapodes sont situées dans la partie
haute du tube pour la séparation sur gradient de glycérol alors qu’elles sont situées dans
la partie intermédiaire pour la séparation sur gradient de sucrose. Ce décalage peut étre
dd & la nature du soluté, plus lourd dans le cas du sucrose que dans celui du glycérol,

qui pourrait s’insérer dans les pores de la silice et s’adsorber sur les clusters par liaisons
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TABLEAU 2.6 — Diametres et densités moyens de tétrapodes et tripodes silice/PS collectés dans
deuzx fractions distinctes.

Morphologie F16 (d=1,177) F22 (d=1,219) Suspension
initiale
Diamétre silice 138 45 139 43 141 +4
Tétrapodes  Diameétre PS 188 +16 129 £10 137 £20
Densité 1,165 +0, 005 1,201 +0, 008 1,182 £0,048
Diamétre silice 132 +6 137 +2 140 £3
Tripodes Diamétre Ps 145 £19 137 +£24 149 +21
Densité 1,197 £0,034 1,233 +0, 026 1,209 +0, 032

hydrogéne, & la maniére du cholate de sodium utilisé dans les travaux de Hersham et coll.

134

pour augemnter la densité apparente des nanotubes de carbone,”* bien que les rapports

de masses ne soient pas les mémes.
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FIGURE 2.26 — Centrifugation sur gradient de densité des clusters silice/PS & ceeur regrossi
— comparaison de l’évolution de la composition en tétrapodes et tripodes du lot n°17 (aprés
recroissance du ceur de silice) aprés séparation sur gradient de sucrose continu 20- 60 % (courbes
rouges) ou sur gradient de glycérol discontinu 48-90 % (courbes noires) en fonction de la densité
du milieu.

2.1.5.2.3 Etude de 'influence de la durée de centrifugation sur la séparation

Un inconvénient important de la technique est la durée de centrifugation employée. Des
centrifugations a temps plus courts furent réalisées pour tenter d’optimiser ce paramétre.
Pour ce faire, des centrifugations de 1 h et 3 h furent effectuées sur la suspension de concen-
tration CO (3,6x10particules/L), en conservant les autres paramétres, c’est-a-dire une
accélération de 234 269 g et une température de 4 °C. Les résultats obtenus sont présentés
figure 2.27.

Les résultats montrent qu’une centrifugation d’une heure permet une bonne séparation

des morphologies méme si I’équilibre isopycnique ne semble pas étre atteint. En effet, la
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FIGURE 2.27 - Centrifugation sur gradient de densité de sucrose 20- 60 % des clusters silice/Ps
a ceeur regrossi — influence de la durée de centrifugation sur la séparation de la suspension (lot
18). (a) Evolution de la composition des fractions en tétrapodes et tripodes pour un lot centrifugé
pendant 14 h (blew), 8h (rouge) et 1h (noir); (b) clichés MET d’une fraction légére et d’une
fraction lourde pour une centrifugation de Sh (en haut) et 1h (en bas). Barres d’échelle : 200 nm.

fraction la plus riche en tétrapodes en contient 93 %. L’enrichissement le plus important
pour les tripodes est constaté dans les fractions lourdes avec une proportion de 57 % (figure
2.27a). Les clichés MET des fractions légéres et lourdes pour les centrifugations de 3 et 1h

sont présentés figure 2.27b.

2.1.5.2.4 Etude de l’influence de la concentration de la suspension sur la sé-

paration

Il est possible qu'une concentration trop élevée de la suspension soit néfaste & la sépara-
tion. En effet, il est envisageable qu’une particule dense entraine sur son chemin d’autres

particules de densités inférieures. Cela pourrait expliquer la présence de tétrapodes dans
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des zones du tube ol il ne devrait pas y en avoir. Une centrifugation a donc été menée
sur le lot 18 dont la concentration a été divisée cinq fois (C= 7,2 x 10'® particules/L). Les

résultats sont présentés figure 2.28.
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FIGURE 2.28 - Centrifugation sur gradient de densité de sucrose 20- 60 % des clusters silice/PS
a ceeur regrossi — influence de la concentration de la suspension (lot 18) sur la séparation. (a)
Evolution de la composition en tétrapodes et tripodes des fractions pour une concentration de
la suspension de C= 6,4 x 1015 particules/L (courbes nmoires) et pour une concentration de C=
7,2 x 1013 particules/L (courbes rouges) aprés 14 h de centrifugation; (b) Clichés MET d’un
fraction légére et d’une fraction lourde dans le cas de la suspension diluée. Barres d’échelle :
500 nm.

Les résultats montrent qu’une fraction contenant juqu’'a 97 % de tétrapodes peut étre
obtenue & partir de la suspension diluée. Reste a savoir si cette amélioration d’un pourcent
est significative, c’est-a-dire réellement liée a la dilution ou juste due a erreur statistique.

Cette expérience doit étre reproduite afin de pouvoir apporter une réponse a cette question.

2.1.5.2.5 Conclusion sur la séparation de molécules colloidales silice /polystyréne

par centrifugation en gradient de densité

La méthode montre qu’il est possible de séparer partiellement un lot de départ pour obtenir
plusieurs fractions chacune enrichie d’'une morphologie différente et ce quelle que soit sa
pureté initiale. Les plus légéres telles que les tétrapodes ont pu étre récupérées dans la
partie haute du tube & un taux de pureté maximal de 97 %. Ce haut taux de pureté a

été obtenu aprés 14 heures de centrifugation sur gradient de sucrose du lot n°18 dont la
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concentration avait été divisée par cinq (C= 7,2 x 10" particules/L).

Faute de temps, la séparation de ce méme lot grace a une centrifugation d’une heure n’a pas
pu étre réalisée. Il aurait été intéressant de voir si le méme taux de pureté peut étre obtenu
avec cette durée de centrifugation bien plus courte. Si c’est le cas, le volume de suspension
traité pourrait étre considérablement augmenté. Il aurait également fallu centrifuger le lot
n°13 et voir si en partant d’une pureté initiale déja élevée (89 % de tétrapodes), il serait
possible d’atteindre des puretés supérieures a 97 %. Une autre expérience qui pourrait étre
tentée serait de faire subir & une fraction purifiée un deuxiéme cycle de centrifugation sur
un gradient a faible pente dont la densité est centrée sur celle ot se situent les tétrapodes.
Ceci pourrait avoir I'avantage d’augmenter la pureté au prix d’une quantité d’objets encore

plus faible qu’elle ne 'est déja (non quantifiée lors de ces travaux).

En effet, cette technique ne permet de traiter que de petites quantités d’échantillon (jusqu’a
500 uL & une concentration de 3,6 x 1014 particules/L) et nécessite beaucoup de temps. La
préparation des tubes, la centrifugation, le fractionnement, le lavage des fractions et leur
analyse représentent un temps de travail conséquent. L’obtention de fractions pures a 100 %
semble trés compliquée en raison de la polydispersité des nodules de PS de certains lots.
Cette derniére entraine des variations de densité au sein d’'une méme morphologie et donc
des chevauchements de densité entre les morphologies. Bien qu’intéressante, cette méthode

n’est pour le moment pas adaptée a la production en grande quantité de multipodes purifiés.

2.2 Les nanoparticules de silice a vocation

satellite

Les particules de silice sphériques a vocation satellite sont obtenues par un procédé multi-
étapes. La premiére étape consiste & fabriquer un lot de particules de silice monodisperse
et calibré en taille. Les particules sont ensuite fonctionnalisées lors d’une seconde étape
de sorte qu’elles puissent réagir avec les chaines de PS présentes au fond des cavités des

particules & patchs.

2.2.1 Préparation de nanoparticules de taille calibrée

Cette étape est identique a celle réalisée pour obtenir les germes de 55 nm lors de la synthése
de particules a patchs cavitaires (protocole 2). Ici, les pré-germes sont regrossis pour avoir
un diamétre final de 100 nm. Cette valeur est issue des travaux de thése de Pierre-Etienne
Rouet qui avait démontré que, pour des particules & patchs de mémes dimensions que celles
préparées ici, 'utilisation de particules satellites de diamétre inférieur & 100 nm conduit a

I’assemblage de plusieurs particules par fossette, et que I'utilisation de particules satellites
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de diamétre supérieur & 100 nm conduit & un assemblage moins efficace ot les satellites

s’accrochent moins bien aux fossettes.1%6

Au cours de ces travaux, plusieurs lots de particules & vocation satellite ont été fabriqués.
En moyenne, le diamétre des particules obtenues est de 101 + 3 nm. La figure 2.29 présente
un cliché MET d’un lot de particules de silice de 100 nm ainsi que sa distribution en taille.
Le diamétre mesuré par MET de ce lot de particules est de 104+3 nm. [’analyse DLS donne

un diamétre de 130 nm.
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FI1GURE 2.29 - Cliché MET et histogramme de distribution de taille de nanoparticules de silice.
(a) Clichés MET d’un lot de particules satellites (d=104 &+ 3nm); (b) histogramme de la distri-
bution en taille des particules obtenues aprés regrossissement des pré-germes. Barres d’échelle :
100nm

2.2.2 Amination des nanoparticules de silice sphériques

Les particules de 100 nm préparées selon le protocole 2 sont fonctionnalisées en surface par
des fonctions amines grace a ’hydrolyse-condensation de ’aminopropyl(triéthoxy)silane
(APTES) dans un milieu Stober (protocole 12).

Protocole 12 : Amination des nanoparticules de silice

A un volume Vo, d’une suspension de particules de silice sphériques de rayon rsio, et de concentra-

tion Csio, issues du protocole 2 est ajouté un volume V pres d’APTES calculé via I’équation (2.13),
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correspondant a 'ajout de 150 pmol d’APTES par nm? de surface de silice. Le mélange est laissé
sous agitation & température ambiante pendant 12h. 30 mL de glycérol sont ajoutés a la suspension
qui est passée a ’évaporateur rotatif & 60 °C sous 250 mbar jusqu’a évaporation de 'ammoniaque
et de I’éthanol, puis & 100 °C pendant 2 heures. La suspension est ensuite lavée par 3 cycles de cen-
trifugation /redispersion dans ’éthanol avant d’étre dispersée dans 30 mL de DMF aprés une ultime

centrifugation (10000 g ; 10 min).

3 X CSiOQ X ‘/SiOQ X AIAPTES X MapTES

Psiog X Tsiog X Papres X puretéapres

(2.13)

Vipres =

avec Napres le nombre de mol d’APTES, M pris la masse molaire d’APTES, psio, la masse volumique

de la silice et papres la masse volumique de I’APTES.

Le succes de cette étape de fonctionnalisation est dans un premier temps caractérisé par le
test de Kaiser, au cours duquel la ninhydrine réagit avec les amines primaires pour former

un composé coloré (figure 2.30).

Test de Kaiser :

Dans un Eppendorf de 1,5 mL sont introduits une pointe de spatule (de I'ordre de 4 mg) de ninhydrine
et 1mL de la dispersion colloidale de silice aminée. Si le test est positif, la suspension prend une

teinte bleue, caractéristique de la molécule formée.
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FIGURE 2.30 - Test de Kaiser. (a) Schéma de la réaction entre la ninhydrine et les amines
primaires, (b) photographies de la suspension de nanoparticules de silice aminées juste aprés ajout
de ninhydrine et aprés quelques heures.

Des mesures de potentiel zéta en fonction du pH ont également été réalisées selon le pro-
tocole 13 sur les particules de silice vierges ainsi que sur les particules de silice aprés

amination (figure 2.31).

Protocole 13 : Mesure de potentiel zéta

La suspension a analyser est transférée dans l’eau puis diluée dans 300 mL d’eau. Une moitié de
ce volume est utilisée pour réaliser des suspensions dans la gamme de pH acides et 'autre motié
pour des suspensions dans la gamme de pH basiques. Le potentiel zéta des différentes suspensions

préparées est mesuré a 1’aide d’un appareil Malvern Zetasizer nano.

Le déplacement du point isoélectrique de pH =2 pour les silices vierges & pH=19,2 pour
les particules aminées confirme la fonctionnalisation de surface. En effet, cette valeur est

proche du pka des amines situé entre 9 et 11. Les courbes obtenues montrent que pour des
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pH inférieurs a 9,2, les particules ont une charge globale positive résultant du fait qu’une
majorité des amines sont protonnées (-NHs ") alors que pour les pH supérieurs, elles sont
plutot sous leur forme (-NHy) laissant alors les particules avec des charges négatives en

surface issues de groupements silanols résiduels déprotonés.
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Fi1GURE 2.31 — Courbes de potentiel zéta en fonction du pH pour des nanoparticules de silice
vierges (bleue) et des nanoparticules de silice aminées (rouge).

2.3 Conclusion

Au cours de cette étude, la fabrication de deux types de briques élémentaires complémen-
taires a été abordée. Les particules & patchs cavitaires résultent d’une synthése multi-étape
commencant par la fabrication de particules de silice monodisperses et calibrées en taille.
Ces derniéres sont fonctionnalisées en surface par un agent de couplage puis utilisées en
tant que germes pour la polymérisation ensemencée du styréne. Le coeur des multipodes
silice/Ps ainsi obtenu est regrossi puis les nodules de Ps sont dissous pour dévoiler en sur-
face de la silice centrale des cavités au fond desquelles des chaines résiduelles de PS sont

présentes.

La modification du protocole de fonctionnalisation du germe a permis d’optimiser ce pro-
cédé en limitant la quantité de morphologies multisilice formées. L’amélioration du greffage
de 'agent de couplage augmente le caractére hydrophobe du germe entrainant une dévia-
tion entre la composition morphologique obtenue et celle attendue par 'utilisation d’'un
protocole établi lors des travaux de théses précédents. Le réajustement du taux de gref-
fage nominal & 0,35 fct/nm? s’est montré efficace pour recentrer la composition des lots
de clusters synthétisés vers la morphologie tétrapode et ainsi obtenir des rendements mor-
phologiques en tétrapodes jusqu’a 89 %. Cette pureté morphologique est supérieure a celle

obtenue par Anthony Désert (81 %)% mais les nodules de Ps sont plus polydisperses.

Cette limite peut étre franchie en séparant les clusters & coeur regrossi par centrifugation en
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gradient de densité. L’utilisation d’un gradient de glycérol ou de sucrose permet d’enrichir
en une étape des lots a bas rendements (<60 %) a hauteur d’environ 80 % et des lots &
hauts rendements (83 %) a 97 %.

Des particules dites satellites ont également été synthétisées. Ces particules de silice sphé-
riques monodisperses d’une taille de 100 nm sont fonctionnalisées avec des fonctions amines
dans le but de pouvoir réagir avec les chaines de PS chlorométhylées situées au fond des
cavités des particules & patchs. L’étude de I'auto-assemblage de ces types de particules est

détaillée dans le chapitre suivant.
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3.1 Introduction

Les travaux d’auto-assemblage présentés dans ce chapitre s’inscrivent dans la continuité des
travaux entrepris par Pierre-Etienne Rouet au cours de sa thése.'% Ceux-ci ont été décrits
en grande partie dans le paragraphe 1.3.3.2.5 du chapitre 1 de ce manuscrit. Une étude
préliminaire montra que le taux d’assemblage non-spécifique est de 12 %. Un assemblage
non-spécifique correspond au fait qu’une particule de silice satellite vient combler la fossette
d’une particule & patch alors que ces deux entités ne sont pas encore fonctionnalisées pour
réagir ensemble. Un assemblage ne peut donc étre jugé efficace que lorsque le taux de

remplissage des fossettes est significativement supérieur a 12 %.

Une étude d’assemblage portant sur la variation du rapport nombre de particules satel-
lites/nombre de fossettes fut réalisée. L’atome central utilisé est une particule de silice
tétravalente pour laquelle les patchs sont constitués de chaines de PS aminées. Les parti-
cules satellites sont fonctionnalisées quant a elles par des fonctions acide carboxylique afin
de pouvoir les assembler avec les patchs via la formation d’un pont amide, qui s’est avérée
étre la voie la plus efficace parmi les différentes voies étudiées (cf. tableau 1.1). Des rap-
ports de 2/4, 3/4 et 4/4 ont été étudiés pour cibler la fabrication de molécules colloidales
de type AXgoFEs, AX3E et AX, imitant respectivement les molécules HoO, NH3 et CHy.
Dans les deux premiers cas, les fossettes non remplies par une particule satellite peuvent
étre assimilées aux doublets non liants des atomes d’oxygéne et d’azote.'%® Les rendements

morphologiques observés furent de 35 % et 58 % respectivement (figure 3.1).

FIGURE 3.1 - Clichés MET de molécules colloidales de type (a) AX2Es et (b) AX3E."%% Barres
d’échelle : 200nm et 100 nm pour les encarts.

Bien que cette voie d’assemblage basée sur la formation d’une liaison amide soit efficace,
elle peut étre simplifiée (figure 3.2). En effet, lors de la seconde étape de fonctionnalisa-
tion des patchs, les chaines de Ps chlorométhylées réagissent avec une fonction amine de
I’éthylénediamine afin d’obtenir des patchs fonctionnalisés par des groupements amines.

Les particules satellites sont quant a elles d’abord fonctionnalisées avec de ’APTES avant
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d’étre converties en acide carboxylique. Il est donc envisageable de pouvoir supprimer une
étape de fonctionnalisation pour chaque brique élémentaire de maniére & ce que les fonc-
tions amines & la surface des particules satellites puissent réagir avec les chlores localisés
au fond des cavités des particules & patchs afin de réaliser ’assemblage. Cette simplifica-
tion du procédé d’élaboration des briques élémentaires permettrait un gain de temps non
négligeable. De plus, la chimie par voie peptidique requiert de travailler en milieu DMF an-
hydre. Or, le DMF est connu pour s’hydrater trés rapidement. Réaliser I’assemblage entre
des particules satellites aminées et des particules a patchs chlorométhylées permettrait de

s’affranchir de cette contrainte.

multipode silice/PS particule a patchs particule a patchs particule a patchs
a coeur regrossi cavitaires cavitaires chlorométhylés cavitaires aminés

T T

A B
@ — —
particule de particule de particule de
silice vierge silice aminée silice carboxylée

FIGURE 3.2 — Simplifaction de la chimie d’assemblage. (1) Dissolution des nodules de Ps par
le THF ; (2) Chlorométhylation des chaines résiduelles de PSs par le 1-(chlorométhoxy)butane ;
(3) Amination des chaines de Ps chlorométhylées par l'éthylénediamine; (A) Amination des
particules de silice par I’APTES ; (B) Carbozylation des particules de silice aminées par I’anhydride
succinique. Ces particules carbozylées doivent étre activées pour pouvoir réagir avec les fonctions
amines présentes dans les patchs. Les étapes 3 et B peuvent étre supprimées pour simplifier la
chimie d’assemblage.

Au cours de ce chapitre, Uefficacité de cette voie d’assemblage simplifiée a été étudiée. Le
temps d’incubation et la concentration du milieu ont été étudiés dans 'optique de favoriser
la formation de molécules d’eau colloidale, molécules pouvant servir de nouvelles briques
élémentaires pour ’assemblage de structures plus complexes telles que des chaines imitant

le polyéthyléne ou encore la structure diamant.



Chapitre 3: Auto-assemblage des briques élémentaires de silice 97

3.2 Synthése de molécules d’eau colloidale
par auto-assemblage des briques élémen-

talres

L’ensemble des expériences d’assemblage présentées ont été réalisées & partir du lot n°18
contenant 83 % de particules a quatre patchs. Pour synthétiser des molécules colloidales
imitant la molécule d’eau, il faut se placer dans un rapport nombre de particules satel-
lites/nombre de fossettes de 2/4 (figure 3.3). Une expérience préliminaire doit étre réalisée

afin de se placer dans les bonnes proportions.

2 -0 — &

FIGURE 3.3 — Schéma de ’assemblage entre une particule de silice tétravalente et deux particules
de silice de 100 nm conduisant a l’obtention de molécules colloidales de type AX2FEs.

3.2.1 Assemblage préliminaire

La méthode des extraits secs permet de déterminer la concentration en particules satellites.
Celle-ci est de 1,16 x 106 particules/L. En revanche, un assemblage préliminaire est néces-
saire pour déterminer la concentration de la suspension de particules & patchs. Un volume
arbitraire de 30 pL de la suspension de particules & patchs est mélangé avec un volume de
suspension de particules satellites de maniére & ce que le rapport nombre de particules sa-
tellites/nombre de fossettes soit de 2/4. Pour calculer ce volume, une concentration estimée
en particules a patchs de 3 x 10'® particules/L est utilisée. Elle correspond a la concen-
tration qu’aurait la suspension si aucune particule n’était perdue au cours des étapes de
recroissance du ceceur de silice, de dissolution des nodules de Ps, de fonctionnalisation de

ceux-ci et de lavage.

Protocole 14 : Assemblage préliminaire

Dans un tube eppendorf sont mélangés 15,52 pL de la suspension de particules satellites (C= 1,16 x
1016 particules/L) et 30 uL de la suspension de particules & patchs (Cestimee= 3 X 101® particules/L).
Les tubes sont placés sur une roue d’agitation tournant a 25 tr/min. Aprés 16 h d’agitation a tem-
pérature ambiante, une grille MET est préparée. Le nombre de fossettes de toutes les particules a
patchs quel que soit leur nombre de patchs ainsi que le nombre de particules satellites sont comptés
sur ’ensemble des clichés MET. Ainsi, 1191 particules satellites sont comptées pour 570 fossettes.
Le rapport obtenu permet de remonter & la concentration réelle de la suspension de particules a

patchs grace a I’équation (3.1).

Cs x Vs

Cp=——2" "=
P X rapport x Vp

(3.1)
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avec Cp la concentration de la suspension de particules a patchs, Cg la concentration de la suspension
de particules satellites, Vg le volume de la suspension de particules satellites, Vp le volume de la
suspension de particules a patchs et rapport le rapport nombre de particules satellites/nombre de

fossettes déterminé expérimentalement.

.

FIGURE 3.4 — Assemblage préliminaire. Clichés MET de l’assemblage entre des particules a
fossettes et des particules satellites. Barres d’échelle : 200 nm.

Le cliché MET de cet assemblage préliminaire (figure 3.4) montre un excés de particules
satellites indiquant que la concentration de la suspension de particules & patchs a été
surestimée. Le rapport déterminé par dénombrement des particules satellites et des fossettes
est de 2,09. Grace a l’équation (3.1), une concentration de 7,17 x 10 particules/L est
obtenue pour la suspension de particules tétravalentes. L’autre information apportée par
ce cliché est lefficacité de la chimie utilisée pour réaliser I’assemblage. En effet, la majorité

des cavités sont occupées par une particule satellite.

3.2.2 Assemblages en proportion stocechiométrique

Aprés détermination de la concentration de la suspension de particules & patchs, de nou-
veaux assemblages ont été réalisés avec le bon rapport steechiométrique. Un premier as-
semblage est réalisé en mélangeant 12,36 uL de la suspension de particules satellites avec

100 pL de la suspension de particules & patchs.

Le dénombrement des particules satellites et des fossettes confirme un rapport de 2 parti-
cules satellites pour 4 fossettes. Les clichés MET montrent que sur I’ensemble des particules
satellites (isolées et assemblées), 15 % sont liées & au moins deux fossettes appartenant a
deux particules & patchs différentes. Ces particules pontantes sont colorées en rouge sur
la figure 3.5a, b. Les statistiques sur les morphologies obtenues sont alors réalisées sur les
particules isolées, également appelées molécules colloidales. 47 % d’entre elles sont de type
AXsEs (figure 3.5)c.



Chapitre 3: Auto-assemblage des briques élémentaires de silice 99

4 satellites 1 satellite

3 satellites 2 satellites

FIGURE 3.5 — Clichés MET et analyse statistique d’un lot de molécules colloidales de type
AXgEs. Assemblage en proportion stechiométrique entre des particules satellites et des parti-
cules & patchs avec un rapport nombre de particules satellites/nombre de fossettes de 2/4. (a, b)
Clichés MET aprés 24 h d’assemblage. Les particules satellites pontantes sont colorées en rouge ;
(c) statistiques de répartition du nombre de satellites autour d’une particule & patchs pour les
molécules colloidales 0D. Barres d’échelle : 200 nm.

3.2.2.1 Influence de la concentration et du temps d’incubation sur la morpho-

logie des structures formées et sur le taux de pontage

Dans le but de réduire le taux de pontage, les influences de la concentration de la suspension
de particules satellites et de la durée d’incubation ont été étudiées. Deux suspensions de
particules satellites ont alors été préparées a partir de la suspension mére de concentration
CO (1,16 x 10 particules/L) : une de concentration C0/300 (3,9 x 10'* particules/L)
et une de concentration C0/500 (2,32 x 103 particules/L). Pour chaque suspension de
particules satellites, un volume contenant 1,43 x 10! particules a été mélangé avec 100 uL
de suspension de particules & patchs de concentration CO (7,17 x 10 particules/L) soit

7,17 x 100 particules. Le milieu d’assemblage a été incubé durant 14, 24 ou 72 heures.

Protocole 15 : Assemblage a concentration et temps d’incubation variables

Dans un tube eppendorf d’1,5 mL sont introduits 12,36 pL de la suspension de particules satellites de
concentration CO. Dans un tube falcon de 15 mL sont introduits 3 709 pL de la suspension de satellites
de concentration C0/300 ou 6 181 pL de la suspension de concentration C0/500. A chaque tube sont
ajoutés 100 pL de la suspension de particules a fossettes de concentration C0. Pour chaque concen-

tration, 3 tubes sont réalisés. Les tubes sont placés sur une roue d’agitation tournant a 25 tr/min.
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Aprés 14 h d’agitation, une premiére série de tube est traitée. Les particules sont transférées dans
I’éthanol. Pour cela, le tube & C0 subit deux cycles de centrifugation /redispersion & 1000 g pendant
5 min avec redispersion finale dans 200 pr, d’éthanol. Les tubes & C0/300 et C0/500 sont centrifugés
a4 8000 g pendant 10 min puis le culot est redispersé avec 1 mL d’éthanol avant d’étre transféré dans
un tube eppendorf d’1,5 mL. La suspension est une nouvelle fois centrifugée & 1000 g pendant 5 min
puis le culot redispersé dans 200 uL d’éthanol. Aprés 24h et 72h d’agitation, la deuxiéme et la
troisiéme série de tubes sont traitées de la méme maniére. Des grilles MET sont préparées. Plusieurs
statistiques sont effectuées : rapport entre le nombre de particules satellites et le nombre de fos-
settes, répartition du nombre de particules satellites autour d’une particule a patchs et nombre de

particules satellites pontantes.

La figure 3.6 présente les clichés MET des lots de molécules colloidales obtenus en fonction

des conditions expérimentales.

Comme le montrent ces clichés MET, des ilots sont obtenus malgré la dilution de la goutte
de suspension déposée sur la grille lors de sa préparation. Il peut étre remarqué que ces
ilots sont en partie constitués de particules a patchs pontées entre elles par des particules
satellites. Les statistiques effectuées sur chaque échantillon sont rapportées dans le tableau
3.1. Seules les molécules colloidales dont I’atome colloidal central est une particule de silice
A quatre patchs ont été pris en considération pour réaliser la statistique de répartition des
différentes morphologies obtenues.
TABLEAU 3.1 - Evolution de la composition morphologique obtenue apres 14, 24 ou 72h d’incu-

bation et pour des concentrations en particules satellites de 1,6x 1019 particules/T (C0), 3,9x1013
particules/L (C0/300) et 2,32x10%3 particules/1 (C0/500).

e . Concentration . Pontage

Temps d’incubation <atellites Morphologies (%) (%)
AEs AXEs; AXoEs AXzE  AXy

Co 8 49 33 10 0 20
14h C0/300 28 29 19 22 2 16
C0/500 33 41 17 9 0 19
Co 4 26 47 20 3 15
24h C0/300 11 33 33 17 6 17
C0/500 19 33 31 13 4 17
Co 5 26 47 20 2 19
72h C0/300 40 21 17 11 11 17
C0/500 42 17 17 22 2 22

Les statistiques réalisées sur ces échantillons montrent qu’'un temps d’incubation de 14 h
n’est pas suffisant pour atteindre une majorité de molécules colloidales de type AXsEs.
Cette morphologie peut néanmoins devenir majoritaire aprés 24 h d’incubation dans le cas
ol la suspension mére de particules satellites est utilisée. En effet, dans ces conditions,
jusqu’a 47 % de molécules colloidales de type AXsEs sont obtenues. Lorsque ce sont les

suspensions diluées qui sont utilisées, ’assemblage est plus lent puisqu’aprés la méme durée
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FIGURE 3.6 — Clichés MET de l’assemblage de 100 uL de la suspension de particules & patchs de
concentration CO = 7,17 x 1014 particules/L et de 12,36 uL, 3709 uL ou 6 181 uL de la suspension
de particules de silice sphériques de concentration C0 = 1,16 x 101°, C0/300 = 3,9 x 1013 ou
C0/500 = 2,32 x 1013 particules/L. Barres d’échelle : 200 nm.
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d’incubation, seule une fossette est occupée pour 33 % des particules & patchs. Incuber
pendant 72h n’a pas permis d’augmenter la proportion de molécules colloidales de type
AX5Es obtenues.

Dans le but d’augmenter la pureté morphologique d’un lot en molécules colloidales de type
AXyEg, la centrifugation en gradient de densité a été utilisée. Contrairement & la séparation
de multipodes silice/Ps étudiée dans le chapitre précédent, les molécules colloidales formées
aprés assemblage sont exclusivement constituées de silice. Par conséquent, elles ont toutes
la méme densité quelle que soit leur morphologie. La méthode de centrifugation choisie est

donc la méthode zonale ol les objets sont triés en fonction de leur taille.

Pour ce test préliminaire, un lot de molécules colloidales présentant un taux de pontage de
8 % et composé de 42 % de molécules colloidales de type AXoEs, 35 % de type AXEs3, 12%
de type AX3E, 10% de type AE,4 et 1% de type AXy est utilisé. La séparation est effectuée
a l'aide d’un gradient linéaire de sucrose 5-20 %. Il s’agit du gradient de sucrose le plus
faible qu’il est possible de préparer avec les programmes prédéfinis du gradient maker. La
suspension d’objets assemblés est transférée de I’éthanol a I’eau par centrifugation a 1 000 g

pendant 5 minutes, puis 500 pL sont centrifugés & 6 000 g pour une durée de 20 minutes.

Protocole 16 : Tri des morphologies obtenues par assemblage par centrifugation en

gradient de densité

Le rotor et ses godets sont introduits dans l'ultracentrifugeuse dont la chambre est thermostatée a
4°C. Dans un tube de centrifugation sont introduits les solutions a 4 °C de sucrose a 5% et 20 %.
A P’aide d’une seringue et d’une aiguille émoussée la suspension a 5% est injectée au fond du tube
puis de la méme maniére, la solution a 20 % est injectée sous la premiére afin qu’elle se place au
fond du tube. Le gradient linéaire est réalisé en utilisant un gradient maker, un Biocomp gradient
Master 108. Une fois le gradient prét, 500 pL. de la suspension a séparer (a4 4°C) sont déposés en
surface du gradient. Les tubes sont équilibrés puis placés dans les godets qui sont ensuite accrochés
au rotor. La centrifugation est lancée pour une durée de 20 minutes & une accélération de 6000 g
et a une température de 4°C. Une fois la centrifugation terminée, les tubes sont fractionnés grace
a un fractionneur, un Biocomp piston gradient fractionator, séparant le tube en 30 fractions. Les
fractions contenant des objets sont dialysées contre I’eau pour éliminer le sucrose. Une grille MET

est préparée pour chaque fraction lavée.

Lors du fractionnement du tube avec le piston gradient fractionator, le détecteur indique la
présence de particules dans deux fractions. Celles-ci sont alors dialysées pour étre analysées.
Ce sont les fractions F14 et F18. La figure 3.7 présente les clichés MET de la suspension
initiale et des fractions obtenues ainsi que les statistiques de répartition du nombre de

particules satellites autour d’une particule & patchs correspondante.

La fraction F14 contient 46 % de particules de type AE4 et 49 % de particules de type AXE3.
Cette grande proportion de particules de type AE4 comparée a la suspension initiale peut
s’expliquer des maniéres suivantes. Ces valeurs sont des pourcentages qui ne retranscrivent

pas la notion de quantité. En effet, peu de particules étaient présentes sur la grille préparée
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FIGURE 8.7 — Tri des molécules colloidales par centrifugation en gradient de densité. Clichés
MET (a, b, ¢) de la suspension initiale; (d) de la fraction F14, (e) de la fraction F18; (f) statis-
tiques de répartition du nombre de satellites autour d’une particule & patchs pour la suspension
initiale (noir), la fraction 14 (orange) et la fraction 18 (bleu). Barres d’échelles : 200 nm.

avec la suspension de la fraction F14, ce qui pourrait indiquer que les molécules colloidales
de type AE,4 et AXE3 sont largement minoritaires comme estimé au travers des statistiques
sur le lot initial. Une autre explication serait que les particules de type AE4 et AXEg
contenues dans la suspension initiale n’ont pas étés vues par MET. Peut-étre qu’elles se
trouvaient & un endroit non observé de la grille (malgré la procédure d’observation qui
commence par s’assurer de la représentativité des clichés MET enregistrés) ou qu’il y en
avait peu dans le volume de suspension prélevé pour réaliser la grille. La possibilité de
I’arrachement d’un satellite en cours de centrifugation est trés improbable en raison de la

faible accélération utilisée (6000 g) comparée a celle utilisée pour faire sédimenter tous les



104 Chapitre 3: Auto-assemblage des briques élémentaires de silice

objets. La fraction F18 contient quant a elle 33 % de particules AXE;3 et 45 % de particules
AXsEs. La composition de cette fraction est trés similaire a celle de la suspension initiale
comme le montre la figure 3.7f. Une différence est cependant remarquée : seulement 4 %
des particules satellites sont pontantes. Ceci pourrait venir du fait que les objets pontés
entre eux, de grandes dimensions et lourds, ont traversé le tube pour former un culot. Cela
pourrait aussi vouloir dire que les particules & patchs ne sont pas pontées en suspension
mais le deviennent au cours du séchage du solvant lors de la préparation de la grille de
MET. Cette hypothése pourrait étre corroborée par les statistiques concernant le taux de
pontage sur les lots de molécules colloidales fabriqués en faisant varier la concentration
ainsi que la durée d’incubation (cf. tableau 3.1). En effet celui-ci est quasi-constant (entre

16 et 22 %) pour toutes les conditions testées.

Une question se pose alors : le pontage est-il issu de I'assemblage ou est-il engendré lors de
la préparation de la grille MET, c’est-a-dire lors de I’étape de centrifugation pour transférer

les particules dans I’éthanol ou lors du séchage de la goutte sur la grille 7

L’assemblage est effectué dans le DMF. La pression de vapeur saturante de ce solvant est
de 3,5hPa a 20°C (contre 23,3hPa et 59,5hPA pour I'eau et 1’éthanol respectivement).
Cette faible valeur signifie que le séchage est trés lent, ce qui peut favoriser 'agrégation
des objets. De plus, les grilles préparées directement avec la suspension dans le DMF ont
montré la présence résiduelle de solvant qui perturbe ’observation en raison d’un contraste

et d’une netteté dégradés.

Pour pallier a cela, la suspension est transférée dans I’éthanol. Or, cela requiert une étape de
centrifugation pouvant induire le pontage entre les particules. Les volumes mis en jeu dans
le cas ou la concentration de la suspension de particules satellites est de CO permettent
de réaliser 'assemblage dans un tube eppendorf de 1,5 mL. Dans les autres cas ou la
suspension est diluée, des tubes falcon de 15 mL sont nécessaires. Le probléme est alors
le suivant : afin de préparer une grille de MET avec un nombre d’objets suffisant, le culot
obtenu par centrifugation doit étre redispersé dans un petit volume d’éthanol (200 uL) en
raison du faible nombre de particules présentes dans le tube. Or, ceci n’est pas possible
dans un tube falcon de 15mL car le culot ne se forme pas au fond du tube mais sur la
paroi, ce qui oblige & utiliser un plus grand volume pour le redisperser. Une fois redispersé
dans 1mL de solvant, la suspension est transférée dans un eppendorf de 1,5 mL pour étre
concentrée. L’emploi du tube eppendorf permet de voir le trés petit culot qui est souvent
invisible dans un tube falcon. Cependant, 'utilisation d’un tube de 15 mL serait préférable

pour limiter les collisions et donc les phénoménes d’assemblage et de pontage.

Des observations par cryoEM ont été réalisées sur un assemblage entre la suspension de
particules satellites de concentration C0/300 et les particules tétravalentes de concentration

CO apreés 24 h d’incubation. Les grilles ont été réalisées selon le protocole 17.
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Protocole 17 : Préparation de grilles pour la cryoEm

Les grilles utilisées sont des quantifoil R22 300. Elles sont lavées dans un bain d’acétate d’éthyle
pendant la nuit. Une couche de carbone de 2nm est formée sur une plaque de mica en utilisant
un appareil CCU-010 compact coating unit de la marque Safematic. Cette couche de carbone est
transférée sur les grilles par flottaison : les grilles sont déposées sur un grillage au fond d’un contenant
possédant une évacuation. Celui-ci est rempli d’eau puis la plaque de mica y est délicatement plongée
pour décoller la couche de carbone qui flotte alors en surface. L’évacuation est ouverte pour faire
baisser le niveau d’eau et finalement déposer la couche de carbone sur les grilles. Ces derniéres sont
ensuites rendues hydrophiles par effluvage effectué avec un appareil EMLO de la société Cordouan
Technologies. Le traitement est réalisé pendant 20 secondes a une pression de 2,5x10"! mbar a une
intensité de 2,8 mA. La grille est ensuite placée dans un appareil Vitrobot mark IV de la marque
FEI puis un volume de suspension de 4,4 puL est déposé. Aprés 30secondes d’attente, l'excés de
suspension est retiré a ’aide de papier filtre mis en contact avec la grille pendant 2,5 secondes. La
grille est finalement plongée dans I’éthane liquide refroidi par de l'azote liquide afin de procéder a

la vitrification. Les observations sont réalisées sur un MET FEI Talos Arctica opérant a 200kV.

Les grilles réalisées directement avec la suspension dans le DMF se sont avérées inexploi-
tables en raison d’un épaisse couche de glace sur toute leur surface. Les grilles ont donc
dii étre réalisées aprés transfert des objets dans ’eau par centrifugation a 8000 g pendant

10 min. Les clichés de cryoEM sont présentés figure 3.8.

L’observation & faible grossissement montre 'inhomogénéité de distribution des objets
sur la grille (figure 3.8a). En regardant de plus prés et en inclinant la grille & -20° et
+20°, la présence de satellites pontants est confirmée. Des interactions fossette-fossette et
fossette-« aréte » sont également observées. En effet la zone pointée par une fléche bleue
montre trois particules. Les deux particules du haut sont reliées entre elle par une particule
satellite. La particule du bas est quant & elle liée a la particule du milieu par une interaction
fossette-fossette. La zone pointée par une fléche violette montre également cette interaction
entre deux particules & quatre patchs. Enfin la zone pointée par une fléche orange montre
I'interaction entre la fossette d’une particule tétravalente et I’aréte (zone comprise entre
deux cavités) d’'une autre particule tétravalente. En regardant les clichés MET de la figure

3.6, la présence de ces interactions peut également étre remarquée.

Ces agrégats sont donc présents en suspension aprés avoir effectué un cycle de centri-
fugation /redispersion des particules. Le séchage n’intervient pas ici mais il est probable
qu’il ait un impact sur le pontage des particules. Cette situation représente une limite de

I’observation par MET conventionnelle et par cryoEM.

Pour s’affranchir des phénomeénes de pontage, il parait nécessaire de fabriquer des particules
satellites ne pouvant interagir qu’avec une fossette. Les particules monopatchs semblent
donc étre les candidates idéales a cette fin. Grace a leur patch ne couvrant qu'une partie
d’un hémisphére, ces particules devraient permettre de limiter les phénoménes de pontage,

que ce soit lors de I'incubation, de la centrifugation ou du séchage.
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FIGURE 3.8 — CryoEM d’un assemblage de particules & patchs et de particules satellites. Clichés
de cryoEM (a) a faible grossissement; (b-d) dans l’eau avec inclinaison de (b) -20°, (c) 0°, (d)
+20°. Les zones pointées par des fleches bleues, oranges et violettes indiquent des interactions
indésirables entre particules. Barres d’échelle : (a) 2pm; (b-d) 200 nm.
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3.2.2.2 Utilisation de particules satellites monopatchs

Des particules monopatchs de morphologie « champignon » furent obtenues par Céline
Hubert au cours de sa thése & partir de monopodes.*? Cependant ces particules ne peuvent
pas étre utilisées en raison de la trop grande taille de leur patch qui permettrait alors a
plusieurs fossettes d’interagir avec lui. Des particules dont la taille du patch est la plus
petite possible doivent alors étre synthétisées. Diverses méthodes ont été testées a cette
fin. Trop peu de temps a pu étre consacré a cette étude. Les résultats ci-dessous ne sont

donc que des résultats préliminaires.

Synthése de particules monopatchs par évaporation d’or

Une premiére méthode de fabrication de particule de silice montopatchs fut testée sans
succés. Cette méthode consiste & déposer une couche d’or de 15nm sur une monocouche
de particules de silice sphériques, puis & fonctionnaliser les calottes d’or obtenues avec la

cystéamine. Le mode opératoire suivi est détaillé dans le protocole 18.

Protocole 18 : Synthése de particules Janus par évaporation d’or

Une suspension de particules de silice de 100nm & 10g/L est épandue a la surface air-liquide dans
une cuve de Langmuir. Une lame de verre est immergée dans le liquide & une vitesse de 1 cm/s puis
retirée a une vitesse de 1 mm/s. La compression est de 10mN,/m et la vitesse de compression de
1 c¢m/min. Une fois la lame complétement sortie du liquide, un de ses cotés est nettoyé pour enlever
les particules qui y sont présentes. La lame est ensuite attachée, particules vers le bas, dans une
cloche d’évaporateur (un Edwards Auto 306). Lorsque la pression est inférieure & 2 x 10-% mbar,
une intensité de 2 A est appliquée pour chauffer les copeaux d’or présents dans le creuset. Dans un
premier temps un cache bloque les vapeurs d’or puis lorsque 'or devient incandescent, I'intensité est
augmentée a 3 A et le cache retiré afin de déposer une couche d’or de 15 nm sur la monocouche de
particules de silice. Une solution de cystéamine a 1 % massique dans le toluéne est préparée. La lame
de verre est plongée dans cette solution durant la nuit & température ambiante avec une agitation de
150 tr/min. Les particules sont ensuite détachées du substrat de verre par un traitement ultrasons.

Une grille MET est finalement préparée.

Les observations par MET ont montré la soudure de plusieurs calottes d’or entre elles et
leur désolidarisation des particules de silice causée par le traitement ultrasons utilisé pour

détacher la monouche de particules de silice du substrat de verre (figure 3.9).
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FIGURE 3.9 - (a) Cliché MEB de la monocouche de particule de silice; (b) cliché MET
de ces particules aprés dépot d’or et traitement ultrasons pour les décrocher du substrat.
Barres d’échelle : (a) 1,2um; (b) 200nm.

Synthése de particules monopatchs par piégeage a U'interface paraffine/eau

L’utilisation d’une émulsion de Pickering fut décrite par Granick et coll. pour la fabrica-
tion de particules Janus micrométriques'®® puis la méthode fut adaptée aux nanoparti-
cules. 139140 Brigvement, des particules de silice suspendues dans I’eau sont couvertes de
CTAB pour les rendre plus hydrophobes. De la paraffine est ajoutée au milieu pour former
une émulsion d’huile dans I’eau aprés chauffage au-dessus de la température de fusion de la
paraffine. Les particules de silice se placent a I'interface huile/eau pour stabiliser I’émulsion
comme le montre la figure 3.10. La partie non protégée de la surface des particules peut
alors étre fonctionnalisée avant que la paraffine ne doit dissoute pour libérer les particules

monopatchs.

Paraffine APTES Dissolution
® ® paraffine o o
e ——> — — ®
PS e

FIGURE 3.10 — Schéma illustrant la synthése de particules monopatchs via lutilisation d’une
émulsion de Pickering

Protocole 19 : Synthése de particules monopatchs par émulsion Pickering

Une solution aqueuse de CTAB & 2,43 x 10-° mol/L est préparée. 20 mL d’une suspension de particules
de silice de 100 nm & 8,9 g/1 sont centrifugés a 12 000 g pendant 12 minutes puis le culot est redispersé
dans 50 mL de la solution de cTAB. La température est portée a 80 °C et 1g de paraffine est ajouté
au milieu. Lorsque la paraffine est dissoute, le milieu est agité & 9000 tr/min pendant 90s. Une
fois le milieu revenu & température ambiante, ce dernier est filtré sous vide puis redispersé dans
un milieu Stober. La partie non masquée des particules est fonctionnalisée en ajoutant 150 pmol
d’APTES par m? de surface de silice. Les objets sont filtrés et lavés a ’éthanol. La paraffine est
dissoute par ajout de cyclohexane. Les particules monopatchs sont récupérées par centrifugation

a 10000 g pendant 10 minutes puis redispersées dans un mélange eau/éthanol (1 :1) auquel sont
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ajoutés 30 mL de glycérol. La suspension est passée a ’évaporateur rotatif pendant 2h & 100°C et
250 mbar. La suspension est lavée & I’éthanol par trois cycles de centrifugation & 10000 g pendant

10 min. La suspension est finalement redispersée dans le DMF.

Afin de vérifier leur fonctionnalisation, les particules obtenues sont mélangées avec des
particules d’or d’environ 10 nm de diamétre. Le méme test est également réalisé sur des
particules non fonctionnalisées. Les clichés MET présentés figure 3.11 montrent les résultats
obtenus. Lorsque les particules de silice ne sont pas fonctionnalisées, les particules d’or ne
s’adsorbent pas a leur surface (figure 3.11a). En revanche, lorsque la surface de la silice est
régiosélectivement fonctionnalisée, les particules d’or s’y adsorbent toutes du méme coté
(figure 3.11b). Certaines particules montrent cependant une adsorption de nanoparticules
d’or sur toute la surface (figure 3.11c). Ceci atteste du fait que ces particules se sont
détachées de la bille de paraffine et n’ont par conséquent pas pu étre protégées par cette
derniére. Il est également possible que cela ne soit di qu’a 'orientation des particules sur

la grille.

a .’ b’ ‘.
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FIGURE 3.11 — Vérification de la fonctionnalisation des particules monopatchs. Clichés MET
d’une suspension d’or d’environ 10nm de diamétre et de particules de silice de 100nm (a) non
fonctionnalisées ; (b) fonctionnalisées par un monopatch de fonctions amines. (c¢) Cliché MET de
particules de silice entierement recouvertes de nanoparticules d’or. Barres d’échelle : 100 nm.

Un test d’assemblage a été réalisé a partir de cette suspension de particules monopatchs
dont la concentration n’est pas connue. Les résultats montrent que 26 % des particules
satellites sont pontantes (figure 3.12). Ceci peut provenir du fait que les particules ont été
complétement fonctionnalisées lors de Iétape précédente et/ou que leur patch couvre une
surface trop importante, suffisante pour permettre a plusieurs fossettes d’interagir avec lui.
Par ailleurs, le ratio nombre de satellites/nombre de fossettes de 2/4 n’est absolument pas
respecté puisqu'’il est de 0,42/4. Ce large défaut de particules satellites ne serait pas un
probléme si la taille de leur patch était suffisamment petite pour ne permettre ’assemblage
qu’avec une seule fossette. Le taux de pontage élevé observé pour cet assemblage indique
donc que lors de leur préparation, les particules satellites n’ont pas assez pénétré dans
la paraffine, formant ainsi un patch dont la taille rend l'interaction avec au moins deux

fossettes possible.
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FIGURE 3.12 — Cliché MET de l’assemblage entre des particules de silice tétravalentes et des
particules satellites monopatchs obtenues par émulsion de Pickering. Barre d’échelle : 200 nm.

L’obtention d’un patch de trés petite taille est une tache trés compliquée & réaliser lorsque
la particule héte ne mesure que quelques dizaines de nanométres. Faute de temps nécessaire
pour optimiser les divers paramétres de synthése de particules monopatchs puis d’assem-
blage, cette méthode est abandonnée au profit de 'utilisation de particules monopatchs

silice/Ps produites dans I’équipe.

Synthése de particules monopatchs silice/polystyréne

Au cours de sa thése, Weiya Li synthétisa des monopodes silice/Ps selon le procédé présenté
figure 3.13a.%! Ils sont préparés a partir de particules de PS rendues plus hydrophiles grace
a leur réticulation avec une écorce de poly(styréne-co-MMS) qui sont ensuite gonflées de
styréne puis polymérisées pour former une protrusion. La partie disposant de 1’écorce de

poly(styréne-co-MMS) est sélectivement recouverte d’une couche de silice par ajout de TEOS.

a
©-0e @

germe germe de PS monopode
de PS réticulé MMS silice/PS
b
’ : ‘j 5 w - w
particule silice/PS particule silice/PS particule silice/PS
monopatch monopatch chlorométhylée monopatch aminée

FIGURE 3.18 - Procédé d’élaboration de particules satellites monopatchs. (a) Procédé d’élabo-
ration des monopodes silice/Ps : (1) réticulation de la surface des germes de PS par copolyméri-
sation de styréne et de MMS ; (2) gonflement de la nanoparticule de Ps par ajout de styréne; (3)
dépét régiosélectif de silice par hydrolyse-condensation de TEOS. (b) Procédé de conversion des
monopodes en particules satellites : (4) dissolution du PS par le THF ; (5) chlorométhylation des
chaines de Ps résiduelles; (6) amination des chaines de PS chlorométhylées.
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Ces monopodes silice/Ps sont de bons candidats pour fabriquer de nouvelles particules a
vocation satellite. En effet, le PS peut étre dissous pour obtenir des particules constituées
d’une coquille de silice dont seule la surface intérieure est couverte par des chaines de PS
résiduelles pouvant étre sélectivement fonctionnalisées (figure 3.13b). Dans le cadre de ce

travail seules les étapes a partir du dépdt de silice ont été réalisées.

Protocole 20 : Synthése de particules satellite silice/Ps monopatchs a partir de mono-
podes silice/Ps

Dans un ballon de 25 mL sont mélangés 2mL d’une suspension de particules Janus de ps dans
'eau,”! 13,4 mr d’éthanol et 1,02 mL d’ammoniaque (28 %) afin d’obtenir un milieu Stéber. 1,44 mr.
d’une solution a 50 % volumique de TEOS dans ’éthanol est ajouté a 0,5mL/h a 'aide d’un pousse-
seringue. A la fin de ajout, le milieu est laissé sous agitation pendant 1h. La suspension est ensuite
centrifugée 4 12000 g pendant 10 minutes. Les particules sont dispersées dans 1’éthanol puis une
grille MET est préparée. Le Ps est ensuite dissous par sept cycles de centrifugation/redispersion
(12000 g, 10 minutes) dans le THF. Les particules sont finalement dispersées dans 1’éthanol puis une
grille MET est préparée.

Les clichés de microscopie présentés figure 3.14a, b montrent les particules aprés dépot de
la couche de silice et aprés dissolution des nodules de PS respectivement. Les chaines de PS

résiduelles sont alors chlorométhylées selon le protocole 9, déja utilisé dans le cadre de la

fonctionnalisation des particules & patchs.

FIGURE 3.1/ — Particules monopatchs avant et aprés dissolution du Ps. Clichés MET des parti-
cules (a) aprés dépot de la couche de silice ; (b) apres dissolution du Ps. (c) Certaines particules
sont liées par leur écorce. Les fleches rouges pointent deux paires de particules satellites dans
cette configuration. Barres d’échelle : 200 nm.

De la méme maniére que cela avait été fait aprés la chlorométhylation des particules a
patchs, un test colorimétrique & la NBP est effectué pour vérifier le succés de la réaction.
Le culot violet obtenu confirme la bonne fonctionnalisation des chaines de pS. La seconde
étape est 'amination du PS chlorométhylé grace a 1’éthylénediamine. Pour cette étape un

large excés de réactif est employé pour minimiser le pontage entre les chaines de PS.
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Protocole 21 : Amination des particules silice/Ps monopatchs

3mL d’éthylénediamine sont ajoutés & la suspension de particules monopatchs chlorométhylées
dans le DMF. Le milieu est porté & 90°C pendant 15h. Les particules sont lavées par un cycle
de centrifugation/redispersion dans 1’éthanol puis deux autres dans leau ultrapure. Trois gouttes

d’HC1 37 % sont ajoutées avant d’effectuer deux cycles de centrifugation/redispersion dans le DMF.

Ces particules disposant d’un patch aminé sont utilisées en tant que particules satellites
dans une réaction d’assemblage avec des particules de silice a quatre patchs. Leur concen-
tration est inconnue. L’assemblage est donc réalisé avec un volume de suspension arbitraire.
Ce premier assemblage sert d’ajustement pour le rapport nombre de satellites/nombre de
fossettes et permet de vérifier la qualité de ’assemblage et notamment [’absence de pontage

entre les particules & patchs.

Protocole 22 : Assemblage de particules monopatchs/Ps aminées avec des particules a

quatre patchs chlorométhylés

Dans un tube eppendorf de 1,5 mL sont mélangés 100 nL. d’une suspension de particules monopatchs
silice/Ps aminées dans le DMF et 100 pL d’une suspension de particules de silice & quatre patchs

chlorométhylés dans le DMF. Le milieu est agité pendant 6 jours sur une roue tournant a 25 tr/min.

Les résultats de cet assemblage sont présentés figure 3.15. Les statistiques réalisées montrent
un léger défaut de satellites. En effet le rapport n’est pas de 2/4 mais de 1,6/4. L’assem-
blage conduit majoritairement a des morphologies AXE3 (50 %). Les autres morphologies

présentes sont des objets de type AXsEs ou des objets sans satellite (20 et 26 % respecti-

vement).

0 satellite

4 satellites 1 satellite
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FIGURE 3.15 - Assemblage entre des particules a patchs et des particules satellites monopatchs.
(a) Cliché MET de l’assemblage entre des particules de silice tétravalentes et les particules satel-
lites monopatchs ; (b) Statistiques de répartition du nombre de satellites autour d’une particule a
patchs. Barre d’échelle : 200 nm.

L’utilisation de telles particules permet de réduire significativement le taux de pontage

qui est ici de moins de 2%. Des dimeéres de particules monopatchs reliées entre elles par
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leur coquille sont parfois observés (cf. figure 3.14c). Ils sont probablement formés lors de
la réticulation avec le MMs et/ou lors du dépot de la couche de silice. Ces diméres sont
susceptibles de ponter des particules & fossettes. La réalisation de ces étapes & taux de

dilution plus élevée pourrait limiter le nombre de diméres.

Malgré un temps d’incubation de 6 jours, 76 % des objets ont un satellite ou moins. La
faible quantité d’assemblage est probablement due au fait que les chaines de Ps des parti-
cules monopatchs sont moins disponibles que les fonctions amines des particules de silice
sphériques isotropes. En effet, les chaines sont greffées sur la surface interne de la coquille
de silice et doivent par conséquent s’étendrent vers l’extérieur afin de rendre ’assemblage

possible.

3.3 Conclusion

Ces travaux ont montré que le contréle de 'assemblage est difficile & réaliser avec des
particules satellites fonctionnalisées de maniére isotrope, qui plus est lorsqu’elles sont en
défaut par rapport aux nombre de fossettes. Cette nature isotrope leur permet de réaliser
des assemblages non désirés dans le cadre de la synthése de molécules colloidales. En effet,
ces particules ont la possibilité de s’assembler avec la fossette d’une deuxiéme particule
lorsqu’elles en occupent déja une premiére. La diminution de la concentration diminue
les probabilités de rencontre. Les molécules colloidales formées ont donc tendance & avoir
moins de particules satellites autour de la particule & patchs centrale qu’en suspension plus

concentrée pour une méme durée d’incubation.

Le tri des molécules colloidales selon leur type est possible par centrifugation en gradient

de densité. Les conditions opératoires optimales restent cependant & déterminer.

L’observation par MET conventionnelle des objets assemblés semble montrer ses limites en
raison de la présence d’artefacts de séchage. Ces objets pourraient parfaitement se préter
a l'observation en MET en voie liquide, a condition que la dimension des objets assemblés

soit suffisamment petite pour entrer dans la cellule liquide.

Bien que les travaux sur la synthése et I'assemblage de particules monopatchs ne soient
que préliminaires, les premiers résultats obtenus avec les particules monopatchs silice/PS
semblent prometteurs en raison du faible taux de pontage observé. Il serait intéressant
d’augmenter la durée d’incubation pour voir si le taux de molécules colloidales AXoEs

peut étre augmenté.
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4.1 Introduction

Contrairement aux travaux sur l'auto-assemblage d’atomes colloidaux de taille micromé-
trique, la microscopie optique ne peut pas étre utilisée pour observer la dynamique des
procédés d’assemblage de briques élémentaires ne mesurant que quelques dizaines de na-
nométres. Sa résolution spatiale est en effet limitée par la longueur d’onde des photons
utilisés (200nm dans les meilleurs cas). Il a donc été nécessaire de mettre au point une
technique de caractérisation alliant une résolution de quelques nanométres a la possibilité
de travailler dans des conditions d’observations in situ des phénomeénes d’auto-assemblage.
Si la microscopie électronique (ME) (en transmission ou & balayage) répondait déja au cri-
tére de résolution, seule I'observation directe des milieux réactionnels devrait premettre

I’étude des processus d’assemblage. L’idée de couplage entre ME et milieu liquide était née.

Du concept a la mise en ceuvre il n’y avait plus qu’'un pas et depuis quelques années des
entreprises commercialisent des porte-objets congus pour ce type de microscopie électro-
nique. Le laboratoire dans lequel ont été effectués ces travaux de thése a fait I’acquisition
d’un tel dispositif dans l'optique d’observer la dynamique d’assemblage des particules a

patchs.

Dans ce chapitre, un état de 'art des avancées effectuées jusqu’a présent sur cette technolo-
gie est présenté. Une description du porte-objet acheté est ensuite faite avant de présenter

les résultats obtenus grace & ce dernier.

4.1.1 Etat de l’art : De la naissance de la microscopie élec-
tronique en transmission a 1’observation in situ d’as-

semblage de nanoparticules

Depuis sa conception et son développement au début des années 30, la microscopie électro-
nique en transmission (MET) est devenue une méthode de caractérisation incontournable
dans divers domaines tels ceux des matériaux ou de la biologie, permettant aujourd’hui
I’observation d’échantillons avec des résolutions spatiales inférieures & 'angstréom dans le

cas des microscopes de derniére génération.

Un microscope électronique requiert dans la plupart des cas un vide poussé afin d’éliminer
les molécules gazeuses qui pourraient perturber le trajet du faisceau d’électrons et donc
I’observation finale de I’échantillon d’intérét. Certains d’entre eux, notamment les échan-
tillons biologiques, ne supportent pas ce genre de conditions. C’est la raison pour laquelle
le concept de cellules environnementales permettant I’étude par MET dans un environne-
ment par exemple hydraté fut proposé dés les années 1930 par Marton'4! puis en 1944 par
Abrams.'? C’est avec ces cellules équipées de fines membranes que les premiéres microgra-

phies de cellules biologiques et de nanocristaux de protéines furent obtenues non seulement
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dans un environnement liquide mais également dans un état non altéré (figure 4.1).143

FIGURE 4.1 — Cliché MET en voie liquide d’une bactérie coliforme pris a l'aide d’un microscope
opérant & une tension d’accélération de 800kv.'43

La MET en voie liquide fut ensuite délaissée au profit de la cryoEM ou ’échantillon est
descendu & une température telle que son intégrité est préservée en réduisant les dégats
causés par le faisceau d’électrons et par le vide.!** Les travaux de Dubochet et coll. sur
la vitrification permettant d’obtenir de la glace amorphe qui ne diffracte pas les électrons
marquérent définitivement un tournant dans I’évolution de cette technique.'®® Cependant
la cryoEM se limite & l'observation d’objets statiques. Dans le but de contourner cette
limitation, diverses techniques de cryoEM résolues en temps furent développées.'46:147 He-
las, ces modes d’observation sont restreints & des résolutions temporelles de 'ordre de la
milliseconde. Pour que des observations en temps réel puissent étre effetuées, il est donc

nécessaire que ’échantillon soit libre de tout mouvement.

Le renouveau de la microscopie électronique en milieu liquide

L’engouement pour l'utilisation de cellules liquides réapparut au début des années 2000
grace au développement des technologies de fabrication des films ultra fins. Une cellule
liquide peut en effet se décrire comme 'empilement de deux gabarits en silicium sup-
portant chacun une fenétre constituée d’une fine membrane transparente aux électrons
et entre lesquelles est contenu 1’échantillon liquide. L’étanchéité du montage est assuré
par des espaceurs intercalés entre les deux gabarits et qui vont, outre leur réle de joint,
définir I’épaisseur de liquide & observer. C’est notamment suite aux travaux de Ross et
coll. que la microscopie en voie liquide recommenca a faire parler d’elle.!*® En effet, ils
rapportérent la conception d’une cellule avec des membranes en nitrure de silicium leur
permettant d’observer dynamiquement la nucléation et la croissance de clusters de cuivre
nanométriques par électrodépot. Hormis les cellules composées de nitrure de silicium 9159

dont I’épaisseur est généralement d’environ 50 nm, il existe également des cellules dont la
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membrane est constituée d’un film de graphéne.®1,152

D’autres types de membranes ont
été rapportés mais sont beaucoup plus rares. 23154155 Néanmoins, ce sont les cellules avec
des membranes de nitrure de silicium qui sont devenues les plus populaires pour plusieurs
raisons. Elles sont facilement manufacturables, sont homogénes en composition et en épais-
seur, contribuent peu au contraste de I'image et possédent une haute résistance mécanique

nécessaire pour la conception de cellules liquides.!?%

La ME est cependant une technologie encore sujette & beaucoup de développements ot
de nombreux défis doivent étre surmontés. Comme freins principaux aux observations,
I’épaisseur de liquide traversée qui perturbe les mesures et peut parfois en fausser le sens,
la stabilité du milieu liquide et des objets d’intérét qui peuvent étre sources d’artéfacts
et de perturbations. Des dégradations de ’échantillon peuvent ainsi avoir lieu en raison
des phénomeénes de radiolyse (notamment celle de I’eau) produisant des espéces chimique-
ment actives qui peuvent diffuser dans le liquide et interagir y compris en dehors de la
zone irradiée.’®” deJonge et al. publiérent une revue sur I'étude des facteurs déterminant
la résolution spatiale et temporelle en microscopie liquide, avec notamment les effets de

’épaisseur de 1’échantillon et de sa sensibilité aux électrons.®®

Réduction et controle de ’épaisseur du film liquide

Un des paramétres cruciaux est donc I’épaisseur de liquide présent dans la cellule. Divers

60 ou de la silicel48,161

espaceurs tels des microsphéres de Ps,'® des couches d’indium’
furent rapportés. Dans tous les cas, ’obtention d’un film liquide fin et uniforme permettant
d’atteindre des résolutions spatiales atomiques s’avére trés compliquée. Pour principale
cause, la déformation des membranes qui dilate la cellule sous 'action du vide de la colonne
du microscope. Cette déformation est dépendante de la dimension des membranes. Plus
elles sont grandes, plus elles sont bombées. Ainsi, ’épaisseur de liquide dans une cellule
est environ celle de 'espaceur vers les bords mais elle est beaucoup plus importante au
centre.'%2 Les multiples phénoménes de diffusion des électrons dans 1'épaisseur de liquide
dégradent donc la résolution spatiale et le contraste de I'image.'03164 1] est donc difficile
dans ces conditions d’obtenir des résolutions atomiques. De nombreuses équipes ont donc
cherché a développer des techniques permettant d’avoir des films liquides les plus fins et

uniformes possibles.

Pour réduire le phénomeéne de bombement, Tanase et al. mirent au point une cellule mo-
nolithique sans espaceur ot les deux wafers sont joints par des piliers.'®> Cependant, cette
cellule est difficile & charger et non disponible commercialement. Une autre stratégie pro-
posée par Zhu et al. consiste & réduire 1’épaisseur de liquide grace a la formation d’une
bulle de taille controlée au sein de la cellule.'% Cette bulle est créée par irradiation de la
cellule pendant quelques secondes, probablement par radiolyse de I'eau sous faisceau.!6”

Sa taille peut étre controlée en faisant varier la densité de courant employée. Grace & une
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épaisseur de liquide de 40 nm, les auteurs réussirent ainsi a imager des nanoparticules de

Pd avec une résolution spatiale de moins de 0,2 nm (figure 4.2).

Faisceau d’électrons

Membrane de
nitrure de silicium (~50 nm)
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FIGURE 4.2 - Réduction de l’épaisseur de liquide pour l’observation de nanoparticules de pal-
ladium. (a) Schéma en coupe représentant la bulle a Uintérieur de la cellule; (b) Cliché MET en
champ clair en voie liquide de particules de Pd dans un film liquide épais; (c) cliché MET haute
résolution en voie liquide d’une particule de Pd dans un film liquide ultrafin d’environ 40nm.*%°
Barres d’échelle : (b) 20nm ; (c) 2nm.

Trés récemment, deJonge et coll. rapportérent une autre stratégie visant & diminuer 1’épais-
seur du film liquide dans la cellule.'%® Aprés avoir rempli la cellule avec 1’échantillon, les
canaux d’alimentation du porte-objet sont séchés puis utilisés en tant que lignes de vide. Un
montage permettant de régler la pression dans la cellule avec une précision de 20 mbar est
alors connecté au porte-objet. Les tests ont été effectués sur des cellules ayant un espaceur
de 0,2 um. L’épaisseur du film liquide est calculée & partir de spectres de perte d’énergie
(EEL electron energy loss en anglais) pour des pressions internes de 0,05, 0,5 et 1,0 bar.
Les résultats montrent que I’épaisseur du film s’étend de 0,23 & 0,72 pm. Des membranes
quasiment plates peuvent étre obtenues a 0,05 bar. L’épaisseur de liquide est stable pen-
dant 35 minutes aprés quoi elle commence & diminuer, vraisemblablement par évaporation
du liquide en raison du vide appliqué. Les auteurs purent ainsi réaliser des clichés haute

résolution de particules d’or avec une résolution de 2,4 A (figure 4.3).

L’avantage de la MET en voie liquide est de pouvoir observer la dynamique d’un procédé.
Plusieurs équipes ont donc étudié la nucléation et la croissance de particules métalliques
induites par le pouvoir réducteur du faisceau d’électrons. L’assemblage de nanoparticules

i situ a également été un des centres d’intérét de cette technique.
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FIGURE 4.3 — Impact de U'épaisseur de liquide sur les observations en MET en voie liquide.
Clichés MET en champ clair en voie liquide de particules d’or dans la cellule liquide (a) a létat
sec; (b) dans un milieu tampon phosphate salin (PBS) a 10% dans l’eau & une pression de
0,05 bar pour une épaisseur de film liquide de 0,39um ; (c) a 1,0bar pour une épaisseur de film
liquide de 0,74 pum. Les encarts représentent les diffractogrammes digitauz de chaque image.*%®
Barres d’échelle : 5nm.

Observation de la croissance de nanoparticules par microscopie électronique en voie liquide

La croissance de nanoparticules peut étre observée de maniére directe ou indirecte. Dans
le premier cas, des réactifs peuvent étre injectés dans le milieu réactionnel placé au sein de
la cellule grace au systéme de microcanaux présent dans le porte-objet dédié. La rencontre
entre les sels injectés et le(s) réducteur(s) initialement contenus dans la cellule aura donc
lieu directement durant I’observation. Dans le second cas, des nanoparticules peuvent étre
formées in situ suite & des phénomeénes de radiolyse non recherchés engendrés par le faisceau
d’électrons. Les ions métalliques présents en solution sont réduits en atomes métalliques
par les électrons solvatés ainsi créés. Ces atomes métalliques s’agglomeérent pour former
des nuclei puis des nanocristaux aprés croissance.'® Plusieurs équipes ont ainsi étudié la
croissance de nanocristaux directement en solution en induisant la nucléation grace au
faisceau d’électrons. Voici quelques exemples caractéristiques et représentatifs de ce que

peut apporter la MET en voie liquide & ce genre d’étude.

Zheng et al. étudiérent ainsi le procédé de nucléation-croissance de particules de Pt. Le
modéle classique de formation d’un nanocristal fait I’hypothése d’une phase de nucléation
discréte suivie par une phase de croissance via ajout d’unités monomeéres mais néglige les
interactions particule-particule.'®® Cependant, Zheng et al. observérent grace a la MET
en voie liquide que la nucléation et la croissance ont lieu en méme temps. A une dose
d’irradiation constante, la nucléation s’étale sur une durée de 10 secondes. L’observation
dynamique permet de voir qu’en plus de la croissance par ajout d’unités monomeéres, les
particules croissent aussi par coalescence. En effet, au début de la phase de croissance, le
nombre de particules continue d’augmenter pour atteindre un maximum aprés 21 secondes,
puis le nombre de particules diminue significativement pour arriver & une valeur constante.

Bien que certaines particules de petite taille soient dissoutes, cette diminution du nombre
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de particules est due aux phénomeénes de coalescence entre particules isolées. Les deux
chemins de croissance sont présentés figure 4.4 ou les particules ont au final un diamétre
similaire d’environ 3,4 nm. Contrairement & la particule formée par simple croissance, la

particule formée par coalescence présente une structure polycristalline.
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FIGURE 4.4 — Cinétique et mécanismes de croissance de nanoparticules de platine. Images MET
en champ clair en voie liquide de la croissance par (Aa) addition d’unité monomeére ou par (Ab)
coalescence. (B) Images Aa et Ab agrandies 1,5X et colorées. Les changements de contrastes sont
pointées par les fleches jaunes indiquant une recristalisation.’®® Barre d’échelle : 5nm.

La croissance par coalescence peut aussi produire des géométries non-sphériques. Des na-
nofils de PtgFe peuvent ainsi étre formés suite a ’attachement directionnel des particules
entre elles comme 'ont montré Liao et al.'”™® Ce phénoméne peut étre attribué aux inter-
actions dipolaires entre particules. Des nanostructures dendriméres 2D furent également

observées par Zhu et al. aprés nucléation de clusters de Pd par irradiation.'”!

Observation dynamique d’assemblage de nanoparticules par microscopie électronique en

voie liquide

La microscopie électronique en voie liquide permet également de visualiser dynamiquement
la maniére dont les nanoparticules s’assemblent pour former un réseau. Bien que leur
diffusion dans un film liquide proche d’une surface puisse étre différente de celle dans un
milieu liquide de synthése, les procédés observés in situ fournissent des informations sur

les interactions et ’assemblage entre particules.

En procédant a une analyse des bases de données, il ressort que sur les 344 articles ou il

est question de MET en voie liquide, seuls 56 articles traitent d’assemblage (figure 4.5).

Park et al. réalisérent par exemple I’étude de I'assemblage de particules de Pt de 7,3nm
de diamétre.'™ Pour cela, ils utilisérent le faisceau d’électrons comme source d’énergie
pour évaporer le solvant localement dans la zone bombardée. En suivant individuellement

chaque particule, les auteurs ont constaté que le mouvement des particules est dicté par les
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FIGURE 4.5 — Nombre de publications sur la microscopie électronique en transmission en voie
liquide par année. En noir, les publications sur la MET en voie liquide : analyse réalisée en date
du 05 novembre 2019 sur la base de données Web of Science sur la requéte « liquid-cell electron
miscroscopy » ou « liquid-phase electron miscroscopy » ou « liquid-cell transmission electron mi-
croscopy ». En rouge, un affinement des résultats via la requéte « assembl® » permettant d’obtenir
les publications traitant de l’assemblage par microscopie en voie liquide.

forces capillaires et les fluctuations du solvant. En effet, au fur et & mesure que le solvant
s’évapore et que les zones séches s’étendent, les fronts de solvant poussent les particules
dans les zones encore humides, réduisant ainsi peu a peu la distance entre les particules
jusqu’a ce qu’elles s’organisent en un réseau compact 2D. La figure 4.6 montre I'évolution
de ce phénoméne pour lequel les particules initialement distribuées aléatoirement finissent

par former un réseau ordonné.
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FIGURE 4.6 — Observation in situ d’une structure ordonnée. Images MET en champ clair en voie
liquide de particules de Pt a différents temps; (b) positions relatives des 51 particules présentes
dans le carré rouge de la figure 4.6a."% Barres d’échelle : (a) 100nm; (b) 20nm.

Dans leurs travaux, Zhen et coll. montrérent I'influence de I'oleylamine sur ’assemblage
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de particules de fer platine.!” Ils purent observer par MET en voie liquide que pour une
concentration de 20 et 30 % d’oleylamine, les particules s’assemblent pour former des nano-
fils. Cependant, avec 20 %, les fils se cassent pour reformer des particules alors qu’avec 30 %,
les nanofils subsistent. A 50 % d’oleylamine, seule la croissance des particules est observée,
leur morphologie étant toutefois dépendante de leur environmement et plus précisément

du nombre de particules voisines (figure 4.7).

a‘ |

FIGURE 4.7 — Influence de la concentration en oleylamine sur l’assemblage de particules de
fer platine. Images MET en voie liquide montrant la croissance de particules de fer platine a
différents temps pour une concentration en oleylamine de (a) 20%; (b) 30%; (c) 50 %.7™®

Enfin, lors d’une observation par MET en voie liquide, il est important de garder en téte
que le faisceau d’électrons est susceptible d’avoir un impact direct sur les observations. Les
travaux de Liu et al. en sont un parfait exemple. L’observation de particules d’or couvertes
soit par des cations cétyltriméthylammonium (CTA) soit par des anions citrate montre deux
comportements totalement différents.!” Les électrons solvatés formés par radiolyse de I'eau
diminuent la charge positive globale des particules d’or-CTA. Les interactions dipéle-dipole
et les interactions de van der Waals prévalent alors la répulsion interparticulaire conduisant
a la formation de chaines comme le montre la figure 4.8. Les particules couvertes de citrates

ne semblent quant & elles pas affectées par le faisceau électronique.
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FIGURE 4.8 — Images MET en champ clair en voie liquide de l’assemblage de particules d’or a
(a) 0s; (b)46s; (c) 150s et (d) 500s en présence de cTa.’™

4.1.2 Observations préliminaires par microscopie électronique

en voie liquide & I'université de Bordeaux

Avant d’en faire I'acquisition, un porte-objet, le Poseidon select avait été testé lors d’'une
démonstration en partenariat avec l’entreprise américaine Protochips. Des bipyramides
d’or en suspension dans ’eau avaient alors été observées en mode statique. La figure 4.9
montre des images MET extraites d’une capture video prises a intervalles de temps de 0, 4,
8, 18, 20 et 27 secondes.

Nous y voyons des sphéres et des bipramides d’or cohabiter au sein du milieu liquide. Ces
morphologies sont trés souvent regroupées sous forme de petits assemblages sphéres-sphéres
ou sphéres-bipyramides. Pour ces derniers, les sphéres semblent attachées sur les facettes
latérales des bipyramides, & proximité des pointes. Au-dela de ce premier décryptage des
images, il convient de préciser que méme si les contrastes en MET voie liquide ne changent
pas, I'observation et 'interprétation sont cependant bien différentes par rapport & la MET
conventionnelle. De plus, si I'observation générale des particules reléve de la simple lecture
de I'image, il est toutefois trés difficile de savoir ot se situent les objets les uns par rapport
aux autres en raison de ’épaisseur de liquide trés importante. Pour repérer les objets en
interaction, I'opérateur peut par exemple voir ceux qui se déplacent ensemble au cours du
temps, tels la sphére et la bipyramide qui pivotent ensemble sur la figure 4.9. Les différences
de contraste et de mise au point s’expliquent quant & elles par le mouvement continu des
objets rendant alors impossibles les réglages parfaits en tous points et & tout moment de

I’observation. Une différence de mise au point entre deux objets pourra donc s’expliquer
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FIGURE 4.9 - Observation de bipyramides d’or en milieu liquide. Images MET en champ clair
en voie liquide des objets en mouvement prises & des temps de (a) 0s; (b) 4s; (c) 8s; (d) 18s;
(e) 20 et (f) 27s. Les fleches rouges montrent linteraction entre la sphére et la bipyramide (a-f)
puis avec l’agrégat (e, f). Barres d’échelle : 50 nm.

comme une différence de hauteur de ces deux objets. Cette bréve retranscription directe
des observations s’avére beaucoup plus riche que le premier niveau de lecture que nous
avons fourni. Nous pourrions nous interroger sur les raisons pour lesquelles les sphéres
sont proches de la pointe plutot que du plan basal des bipyramides. Nous pourrions éga-
lement tenter de comprendre si le rapprochement de 'assemblage sphére-bipyramide du
petit agglomérat de particules voisin se fait aléatoirement ou non. Autant de questions
ne trouvent peut-étre pas de réponse sur la base de ces observations préliminaires mais
celles-ci montrent le degré de richesse de telles expériences. Ce dispositif semble donc in-
téressant pour réaliser ’observation d’assemblages évoqués dans le chapitre précédent afin

d’en connaitre la dynamique.

4.1.3 Conclusion sur I’état de I’art et présentation des enjeux
des travaux de microscopie in situ menés a I'université

de Bordeaux

La caractérisation d’échantillons en milieu liquide est somme toute une technologie encore
trés récente. Les premiers travaux furent axés sur la mise au point de cellules robustes
fabriquées au sein méme des laboratoires, permettant ’obtention de films liquides les plus
fins possible pour limiter les phénomeénes de diffusion du faisceau d’électrons et ainsi tendre

vers les mémes résolutions spatiales que celles atteignables en MET conventionnelle.
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Les publications dans ce domaine montrent que la principale thématique abordée fut 1’étude
de la croissance des nanoparticules. Concernant les assemblages, hormis des études ou la
force motrice est le séchage du solvant, aucune étude sur 'observation d’assemblages en
suspension par interactions hydrophobe ou covalente n’a été rapportée. Or, cette techno-
logie semble idéale pour observer la dynamique d’assemblage des nanoparticules a patchs

synthétisées & I'université de Bordeaux.

Ce chapitre présente donc les premiers travaux d’observation par MET d’échantillons en
milieu liquide effectués a I'université de Bordeaux. Ils ont été réalisées dans le cadre du
développement de cette technique dans le but d’observer la dynamique d’auto-assemblage
des nanoparticules a patchs. Dans un premier temps, des particules de silice bivalentes
estimées plus simples a utiliser furent employées pour se familiariser avec le dispositif.
Puis, le systéme cible constitué de particules de silice tétravalentes et de particules de

silice de 100 nm fut étudié.

4.1.4 Présentation d’un porte-objet dédié & la microscopie

électronique en milieu liquide

De par I'engouement lié¢ a la possibilité de réaliser des observations en milieu liquide puis
I’amélioration des technologies d’usinage et de miniaturisation des composants, des en-
treprises se sont lancées il y a quelques années dans la conception et la fabrication de
porte-objets destinés a étre utilisés pour 'observation d’échantillons en milieu liquide.
Parmi elles, Protochips est aujourd’hui celle dont la technologie est la plus aboutie. Elle a

concu le modéle de porte-objet utilisé au cours de ces travaux, le Poseidon select.
Conception et fonctionnement du porte-objet Poseidon select

Le porte-objet Poseidon select existe en différentes versions chacune adaptée a un fabricant
de microscopes (JEOL, FEI). Au cours de ces travaux, un porte-objet compatible avec les
microscopes JEOL est utilisé. Il dispose de quatre ports situés sur sa partie arriére comme

le montre la figure 4.10a.

Les trois ports supérieurs sont dédiés a la circulation de liquides (échantillon, solvant, ré-
actif). Les ports encadrés en rouge sont les ports d’alimentation et possédent un diameétre
interne de 127 pm alors que le port encadré en jaune est le port d’évacuation, possédant
quant a lui un diamétre interne de 178 pm. Cette différence de diamétre est essentielle
pour éviter une surpression dans la cellule qui aurait pour conséquence de rompre la mem-
brane. Des modules complémentaires peuvent également étre installés sur le porte-objet
permettant alors de chauffer le milieu ou de faire des expériences d’électrochimie in situ.
Les conditions expérimentales sont alors contrélées en connectant des appareils via le port

Hirose situé a I'arriére du porte-objet. Ces aspects du Poseidon select ne seront pas abor-
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FIGURE 4.10 - Photographies du porte-objet Poseidon select. (a) arriére du porte-objet avec
les trois canauzx d’alimentation bouchés en haut et le port Hirose en bas; (b) Téte du porte-objet
a nu; (c) téte apres ajout du joint; (d) téte apres ajout de la puce inférieure en configuration
paralléle ; (e) téte apres ajout de la puce supérieure ; (f) téte complétement remontée ; (g) téte du
porte-objet avec la puce inférieure en configuration perpendiculaire.

dés dans ce manuscrit car ces fonctions n’ont pas été utilisées lors de ce travail. La téte
du porte-objet est congue de maniére & rendre ’analyse EDX possible. Elle dispose d’'un
capot vissé qui peut étre retiré pour laisser apparaitre I’emplacement ot la cellule doit étre
montée. Cette derniére est composée de deux parties que sont la puce inférieure et la puce

supérieure. Toutes les étapes du montage d’une cellule sont présentées figure 4.10b-g.

Le Poseidon select peut étre utilisé de deux maniéres. La cellule peut tout d’abord étre
chargée avec 1’échantillon directement lors de son montage par dépo6t d’une goutte. L’ex-
périence est alors dite en mode « statique ». Sinon la cellule peut également étre chargée
aprés son montage via les microcanaux prévus a cet effet, auquel cas ’expérience est dite

en mode « flux ».

4.2 QObservation d’assemblages dynamiques
par microscopie électronique en milieu
liquide

L’observation est la derniére d’une série d’étapes consistant & choisir, préparer et monter
la cellule avec ’échantillon. Contrairement & la MET conventionnelle, la préparation est

difficile. Elle demande du temps, de la minutie et arriver jusqu’a I'étape d’observation
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n’est pas garanti. Ces étapes sont détaillées ci-dessous.

4.2.1 Préparation et montage de la cellule

Une cellule se compose d’une paire de puces formant I’enceinte microfluidique servant &
contenir 1’échantillon. Pour procéder au montage, il est nécessaire de réaliser des étapes
de préparation préliminaires. Les puces sont fournies avec une couche photoprotectrice qui
doit dans un premier temps étre dissoute. Les faces internes doivent ensuite étre rendues

hydrophiles pour favoriser le remplissage de la cellule.

Les puces intégrent chacune une fenétre composée d’une cavité sur la face arriére et d’une
membrane sur la face avant (ou face interne). Cette trés fine membrane est constituée de
nitrure de silicium amorphe assurant le passage des électrons avec une diffusion minimale

du faisceau. La figure 4.11 présente les puces supérieures et inférieures constituant la cellule.

a Avant Arriére b
Avant Arriére
>
2 mm
>

4,5 mm
Vue en coupe

Vue en coupe

<«——— espaceur ——»
oson [ > <<, (R O 27

4,5 mm 4.5 mm

FIGURE /.11 — Schéma de la paire de puces constituant la cellule. (a) Puce supérieure; (b)
puce inférieure.

Pour s’adapter a la grande variété d’échantillons susceptibles d’étre étudiés, différents mo-
déles de puces sont disponibles. Avant de commencer le montage de la cellule, il faut d’abord
choisir un modéle pour la puce supérieure et la puce inférieure. Ce choix est dicté en grande

partie par la taille et la quantité disponible de I’échantillon & observer.

4.2.1.1 Choix des puces pour la cellule

Concernant la puce supérieure, le choix est relativement facile. N’utilisant ni le module
de chauffage ni celui d’électrochimie, la seule variable de cette puce est la taille de la
fenétre, avec deux possibilités : soit une fenétre de 550 x 50 pm soit une de 550 x 20 pm.
Chacune posséde ses avantages et ses inconvénients. La premiére, plus large, offre une
surface d’observation plus importante. Cependant, sous l'effet du vide, elle sera davantage

bombée par rapport a la fenétre de plus petite taille. Par conséquent, elle sera plus & méme
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de casser. De plus, I’épaisseur de liquide & traverser sera également plus important avec
2 pm pour une cellule ayant une fenétre de 550 x 50 pm contre 1pm pour une fenétre de

550 x 20 pm comme le montre la figure 4.12.

| | Fenétrede 70 ymdelarge  [] Fenétre de 50 um de large [} Fenétre de 20 ym de large

FIGURE 4.12 - Variation d’épaisseur de la cellule en fonction de la dimension de la fenétre.

Pour les travaux présentés ci-apreés, la priorité a été donnée & I’étendue de la zone observable
par rapport a la tenue mécanique ou encore & I’épaisseur de liquide & traverser par le
faisceau d’électrons. Le porte-objet Poseidon select utilisé présente en effet ’avantage de
pouvoir étre utilisé sur les trois MET JEOL de la Plateforme Aquitaine de Caractérisation des
Matériaux. La plateforme dispose d’un JEOL JEM-1400-+ opérant & 120kV, un JEOL-JEM-
2100 opérant a 200kV et d'un MET haute résolution JEOL-JEM-2200FS opérant également
a 200kV. Il est donc possible d’adapter les conditions d’observation aux échantillons a
étudier compensant par exemple une épaisseur de liquide plus importante par une tension

d’accélération plus élevée.

Le choix de la puce inférieure est quant & lui un peu plus complexe. Dans un premier
temps, il faut savoir si 'expérience doit étre menée en mode statique ou en mode flux pour
déterminer la géométrie de 1’espaceur présent sur les puces inférieures (figure 4.13). Dans
le cas d’une observation réalisée en mode statique, I'espaceur doit assurer I’étanchéité de
I’édifice une fois la cellule montée. En mode flux, I'espaceur doit au contraire laisser passer
les flux entrants et sortants de liquide et de particules. Dans sa globalité, un montage
en flux est plus long et nécessite d’avoir un plus grand volume d’échantillon. En effet, ce
dernier doit étre poussé dans le capillaire d’alimentation avant que celui-ci ne soit connecté
au porte-objet dans lequel ’échantillon continuera sa progression jusqu’a la cellule puis
I’évacuation. Le flux est maintenu tout au long de 'observation, ce qui au total représente
un volume d’échantillon bien supérieur au 0,5 jnL de suspension déposé en mode statique. Le
mode flux peut parfois devenir inévitable notamment lorsque le solvant de I’échantillon est
trés volatil, rendant ce dernier incompatible avec le mode statique ot la goutte d’échantillon

a tendance a s’évaporer lors du montage de la cellule.

La taille de 'espaceur est le second critére de sélection du modéle de puce. 1l existe diffé-
rentes hauteurs (50, 150 et 500 nm) et celle-ci doit étre choisie en fonction de la taille de
I’échantillon. En effet, un objet de dimensions supérieures & 1’épaisseur créée par ’espa-

ceur endommagerait la fenétre en nitrure de silicum. Les cellules avec des grands espaceurs
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Puce avec espaceur Puce avec espaceur Puce avec espaceur
pour mode statique pour mode flux modifié pour mode flux

FIGURE 4.13 — Schéma représentant les différentes géométries d’espaceur sur la puce inférieure.

pourront donc servir & 'observation d’objets de grande dimension mais 1’épaisseur de li-
quide & traverser sera plus importante ce qui impactera négativement sur le contraste et
la netteté de 'image obtenue. Pour ces travaux, des espaceurs de 500 nm ont été utilisés

aussi bien pour des expériences en mode statique qu’en mode flux.

4.2.1.2 Pré-traitement des puces

A partir de cette étape, les puces sont manipulées manuellement par 'opérateur. La fragi-
lité des membranes rend la tache plus compliquée. Il n’est ainsi pas rare de les casser ! Pour
donner une idée, une personne avec peu d’expérience casse environ une cellule sur trois,
toutes étapes du montage confondues. Heureusement, ce taux de casse diminue avec I’ha-
bitude et ’expérience. C’est la raison pour laquelle leur intégrité est vérifiée entre chaque

étape a ’aide d’un microscope binoculaire.

Pour dissoudre la photorésistance protectrice, les puces sont plongées dans un bain d’acé-
tone puis rincées dans un bain d’éthanol. Le passage d’'un bain & 'autre doit étre suffi-
samment rapide pour éviter ’évaporation de 'acétone afin de ne pas trouver de résidus
sur la puce. L’éthanol est ensuite évaporé en appliquant un léger flux d’air a I’aide d’une
bombe & air comprimé. Le flux d’air doit étre appliqué dans le plan de la puce pour limiter
les contraintes et ainsi les risques de casse. Un traitement plasma est réalisé sur les faces
intérieures des puces a I’aide d’un appareil ELMO de la société Cordouan Technologies. Ce
traitement permet de décaper la surface des puces en cassant la plupart des liaisons orga-
niques des contaminants présents et en formant des molécules volatiles (H2O, CO, COs),
éliminées par le vide. Les puces deviennent donc plus hydrophiles, permettant alors un
meilleur remplissage de la cellule par les solvants polaires. Les étapes de dissolution de la

couche protectrice et de traitement plasma sont décrites dans le protocole 23.

Protocole 23 : Préparation de la cellule — Dissolution de la photorésistance

La puce inférieure et la puce supérieure sont plongées dans un bain d’acétone pendant deux minutes
en agitant doucement le récipient a la main. Elles sont ensuite rapidement transférées dans un bain
d’éthanol pour étre rincées. Aprés deux minutes sous 1égére agitation, les puces sont retirées du bain
puis séchées a 'aide d’une bombe & air comprimé en appliquant un léger flux d’air dans le plan de

la puce.
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Une fois les puces dépourvues de leur photorésistance, un traitement d’efluvage de 8 minutes a une

intensité de 2mA et sous une pression de 2x 107" mbar est effectué sur la face interne.

Ce n’est qu’aprés ces deux étapes préliminaires que la cellule peut étre montée sur le

porte-objet.

4.2.1.3 Montage de la cellule

Quel que soit le mode d’observation sélectionné, la premiére chose a faire est de placer la
puce inférieure dans son emplacement au centre du joint dans la téte du Poseidon select
aprés que celle-ci a été nettoyée selon le protocole 24. C’est & partir de cette étape que le

protocole de montage varie selon les modes statique ou flux.

Protocole 24 : Nettoyage de la téte du Posetdon select

Le capot est dévissé et retiré. Le joint est lui aussi retiré puis nettoyé a l'aide d’éthanol. Les fibres
et débris éventuels sont éliminés par adhésion avec du parafilm. En paralléle, la téte du porte-objet
est elle aussi lavée a 1’éthanol puis séchée & ’air comprimé. Une fois la propreté de la téte et du

joint vérifiée au microscope binoculaire, le joint est remis a son emplacement.

Deux positionnements sont néanmoins possibles. La premiére configuration, dite paralléle,
consiste & placer la cellule de maniére a ce que la fenétre soit perpendiculaire & ’axe du
porte-objet. La seconde configuration, dite perpendiculaire ou croisée, consiste & placer la
cellule de maniére a ce que la fenétre soit paralléle a I’axe du porte-objet (schémas figure
4.14 et photographies figure 4.10d, g). Une configuration perpendiculaire réduit considéra-
blement la surface observable mais permet d’avoir une épaisseur de liquide constante aux

quatre coins de cette zone rendant les réglages plus aisés.

Configuration paralléle Configuration perpendiculaire

— —_—

FIGURE 4.14 - Configurations possibles pour la cellule. Configuration en parallele (o gauche)
et configuration en perpendiculaire (4 droite)

Le montage en mode statique est réalisé selon le protocole 25. Une faible quantité d’échan-
tillon (maximum 3 pL) est déposée sur la puce inférieure a ’aide d’une micropipette. Cette
étape est délicate. La goutte d’échantillon ayant tendance & ne pas se détacher de la pointe,
il faut mettre le liquide en contact avec la puce. Malheureusement, c¢’est souvent la puce qui
se colle a la pointe plutot que le liquide qui se dépose sur la puce! Une fois la goutte déposée
avec succés sur la puce inférieure, la puce supérieure est posée sur le tout afin de fermer la

cellule. Les fenétres doivent étre parfaitement alignées sans quoi le faisceau d’électrons ne
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pourra pas les traverser. Cette opération constitue la plus grosse difficulté du montage. En
effet, le placement de la partie supérieure se fait en déposant la puce quelques millimétres
au-dessus de la partie inférieure. Le but est d’avoir le bon alignement au premier essai car
la goutte d’échantillon solidarise les deux parties de la cellule. Dans le cas ot les fenétres ne
sont pas correctement alignées, la puce supérieure doit étre déplacée pour étre réalignée, et
il est trés fréquent que la membrane ne résiste pas a cette manipulation et casse, obligeant
a tout recommencer depuis le début. Lorsque I’alignement est bon, le capot est vissé sur

la téte pour maintenir I’ensemble.

Protocole 25 : Montage d’une cellule pour ’observation en mode statique

La puce inférieure est placée au centre du joint, face intérieure vers le haut. Une goutte d’échantillon
(0,5 - 3pL) est déposée sur la puce a I’aide d’une micropipette. Puis, la puce supérieure est déposée
sur la puce inférieure, face intérieure vers le bas, pour fermer la cellule. Le bon alignement des
fenétres est vérifié en s’assurant qu’un faisceau lumineux parvienne a traverser la cellule. Finalement,

I’ensemble est maintenu grace au capot qui est revissé.

Concernant le mode flux, le montage est le méme qu’en mode statique & ’exception du fait
que I’échantillon n’est pas déposé entre les deux puces (protocole 26). Il n’y a donc ici pas
le probléme d’adhésion entre celles-ci causé par I’échantillon. L’alignement peut donc étre

réalisé sans contrainte et avec beaucoup moins de risques de casse.

Protocole 26 : Montage d’une cellule pour ’observation en mode flux

La puce inférieure est placée au centre du joint, face intérieure vers le haut. Puis, la puce supérieure
est déposée sur la puce inférieure, face intérieure vers le bas. Son bon positionnement est vérifié
en faisant passer un faisceau lumineux & travers la cellule. Lorsque les fenétres sont correctement

alignées, le capot est revissé pour verrouiller I’ensemble.

4.2.1.4 Test sous vide : derniére vérification avant ’insertion dans le micro-

scope

Une fois la cellule montée dans le porte-objet, il est impératif de réaliser un dernier test
avant insertion dans le microscope. Ce test consiste & vérifier I’étanchéité de la cellule en
introduisant le porte-objet dans une station de pompage (HiCube de la marque Pfeiffer

vacuum) ot la pression est abaissée jusqu’a 5 x 10~% mbar.

Encore une fois, le test pour un montage statique et le test pour un montage flux sont
différents comme le montre la figure 4.15. En mode statique, le protocole 27 est suivi. Les
bouchons présents sur les capillaires doivent étre retirés pour établir une connexion avec
Iextérieur et ainsi pouvoir identifier une éventuelle fuite grace a la valeur de pression qui

ne pourra pas descendre correctement.
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Protocole 27 : Test sous vide - mode statique

Une fois la cellule montée dans le porte-objet selon le protocole 25, les bouchons présents sur les
ports a 'arriére sont retirés. Le porte-objet est alors placé dans une station de pompage. Le test

est réussi si le vide atteint une valeur de 5 x 10~ mbar.

Lorsque le montage est réalisé pour le mode flux, c’est aussi & ce moment que 1’échantillon
est injecté dans la cellule & ’aide d’un pousse seringue Pump 11 Elite de la marque Harvard.
Le protocole 28 détaille la marche a suivre. L’un des deux ports d’alimentation du porte-
objet est connecté a un seringue dans laquelle se trouve I’échantillon et le port d’évacuation
est connecté & un récipient destiné a réupérer ’échantillon aprés sont passage dans la cellule.
La suspension contenant I’échantillon d’intérét est poussée dans le porte-objet avec un débit
progressif afin de minimiser le changement de pression dii au fluide. Cette mise sous flux est
réalisée sous pression atmosphérique jusqu’a ce que des gouttes soient observées en sortie.

Ce n’est qu’a ce moment la que le pompage peut étre enclenché.

Protocole 28 : Test de vide et mise sous flux de la cellule

Une fois la cellule montée dans le porte-objet selon le protocole 26, le porte-objet est placé dans une
station de pompage sans activer la pompe. Un capillaire interne d’alimentation est retiré du porte-
objet pour le remplir de solvant puis est réinséré dans le porte-objet. Un capillaire est connecté a la
seringue contenant 1’échantillon. Ce dernier est poussé manuellement jusqu’en sortie du capillaire
avant d’étre connecté au porte-objet au niveau du second port d’alimentation. Un capillaire inséré
dans un tube eppendorf faisant office de récipient de collecte est connecté au port d’évacuation
du porte-objet. L’échantillon est injecté & un débit initial de 20 pr/h. Il est ensuite augmenté par
paliers jusqu’a atteindre le débit de travail de 50 pr/h. Lorsque les premiéres gouttes sont apergues

en sortie, la pompe est activée. Le test est réussi si le vide atteint une valeur de 5 x 10~ mbar.

FIGURE 4.15 — Test de vide. Photographie du porte-objet dans la station de pompage dans le
cas du mode statique (a) et du mode flux avec la présence des capillaires et du pousse-seringue

(b).

De maniére générale, une cellule étanche se remarque par une chute rapide de la pression

pour atteindre la gamme 10~° mbar aprés environ deux & trois minutes de pompage. Au
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contraire, une cellule avec une fuite atteindra difficilement la gamme 1073 mbar. II se peut
aussi que la membrane casse pendant le test ou que la fuite soit trés minime assurant
alors tout de méme un niveau de vide assez bas. Une valeur critique de 2,2 x 107> mbar
a été remarquée. Si la pression ne parvient pas a descendre davantage alors la cellule doit
étre refaite depuis le début. En cas de doute, un des capillaires internes peut étre retiré
provoquant alors une augmentation de la pression de 'ordre de deux ordres de grandeur
en cas de fuite. Une fois le test de vide passé avec succés, le porte-objet peut étre inséré

sans crainte dans le microscope afin de passer a I’observation de 1’échantillon.

4.2.2 Observation d’assemblages de nanoparticules in situ

Pour réaliser les premiers tests, il a été décidé d’utiliser un lot de particules de silice
bivalentes de 190 nm (celles utilisées pour former la chaine présentée figure 1.29g) synthétisé
par Weiya Li au cours de sa thése.”! Cela permet de travailler sur un échantillon moins
complexe pour les raisons suivantes : (i) les particules satellites ne sont pas nécessaires dans
le cas de cet assemblage induit par des interactions hydrophobes entre les chaines de PS
rendues collantes par un mélange THF : eau 70:30 et favorisé par ’écrantage des charges
de surface des particules de silice par le chlorure de sodium; (ii) cet assemblage ne donne

lieu qu’a des structures 1D.

Comme décrit dans la section 4.1.4, le porte-objet peut étre utilisé aussi bien en mode
statique qu’en mode flux. Dans un premier temps, le mode statique a été préféré car jugé
plus simple & mettre en ceuvre d’un point de vue expérimental mais également car les
objets sont moins susceptibles de se déplacer et donc plus facilement observables. Le mode
flux a été utilisé plus tard pour des raisons expérimentales expliquées aprés. La complexité
a progressivement été augmentée jusqu’a observer I'assemblage de particules satellites et
de particules & patchs tétravalentes. L’ensemble des travaux a été réalisé sur un MET JEOL
JEM-2200FS opérant & une tension d’accélération de 200kV. Quelques expériences ont

également été menées sur un JEOL-1400-plus, opérant a 120kV.

4.2.2.1 Observation de particules a patchs bivalentes

Observation en mode statique

L’observation des particules bivalentes a d’abord été effectuée en mode statique. Le char-
gement de la cellule a été effectué selon le protocole 25 avec des particules en suspension
dans le THF (3,6 x 10'* particules/L) incubées pendant 17 jours. L’étanchéité de la cellule

est vérifiée selon le protocole 27.

Les particules observées sont immobiles. Un cliché représentatif est présenté figure 4.16.

Une grande partie des particules isolées sont posées sur une de leurs faces alors que les
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particules assemblées formant les chaines sont posées sur leur tranche.

Le THF est un solvant qui s’évapore assez vite et le temps nécessaire pour aligner les puces et
fermer la cellule est suffisant pour permettre le séchage de la goutte déposée. Ceci pourrait
expliquer I'immobilité des objets ainsi que les contrastes obtenus. En effet, les particules
sont bien définies et se dinstinguent parfaitement du fond continu. Il est également possible

que ’abscence de mouvement soit due & une interaction avec la membrane.

FIGURE 4.16 — Cliché MET en champ clair en voie liquide de particules & patchs bivalentes dans
le THF apreés 17 jours d’incubation. L’encart montre une chaine constituée de quatre particules
assemblées. Barres d’échelle : 200nm (encart : 50nm).

Pour pallier aux problémes liés au THF et notamment & son séchage trop rapide, la suspen-
sion est diluée dans '’eau avant d’étre chargée dans la cellule, toujours selon le protocole
25. La nouvelle concentration de la suspension est de 9 x 10'2 particules/L. Le pourcentage
volumique de THF de 2,5 % est cependant trop faible pour espérer observer un assemblage.
Cette expérience est donc surtout un comparatif pour voir le comportement des particules

dans une cellule bien remplie.

Comme précédemment, les particules sont immobiles et la majeure partie est posée sur
une face. Pour avoir une image nette, la hauteur de ’échantillon z doit étre réglée & une
valeur d’environ -110 pm. Cette valeur représente la valeur limite de réglage, ce qui semble
indiquer que les particules reposent sur la membrane inférieure. A part a cette valeur de
z, aucune autre particule n’a été vue en balayant sur toute la gamme de z. La présence
de liquide est quant a elle confirmée par un autre phénoméne. Les particules sont trés
rapidement endommagées sous faisceau électronique. Or, ces mémes particules sont par-
faitement stables lorsqu’observées en MET conventionnelle avec un faisceau condensé sur
elles. Des images extraites de captures vidéos sont présentées figure 4.17. Elles montrent
I’état d’une particule au début de l'irradiation et son évolution a différents temps. Alors

que la particule est initialement posée sur sa face, elle semble tourner pour se positionner
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verticalement lors de sa mise en mouvement. La derniére image atteste de la destruction

totale de la particule apres 78 secondes.

FIGURE 4.17 — Phénoméne de dégradation sous faisceau électronique en milieu liquide d’une
particule de silice bivalente. Images MET en champ clair en voie liquide de la particule (a) en
début d’irradiation; (b-d) aprés 24, 36, 56 secondes d’irradiation respectivement; (e) aprés 78
secondes d’irradiation; (f) cliché MET conventionnelle de particules de silice bivalentes. Barres
d’échelle : 100 nm.

Cette expérience montre que certes des particules peuvent étre observées, cependant leur
dégradation trés rapide contraint 1'utilisateur a faire des observations sur des temps courts.
Il se peut que les particules soient juste hydratées et non en suspension, ce qui pourrait
expliquer leur immobilité. L’autre possibilité serait que l'interaction des particules biva-
lentes avec la membrane soit assez forte pour les empécher de bouger. Il a alors été décidé
de procéder au montage des cellules en mode flux afin de voir 'impact de la circulation

continue de liquide sur le comportement des particules.

Observation en mode flux

Pour réaliser une observation en mode flux, la cellule est chargée et son étanchéité véri-
fice selon le protocole 28. Les particules de concentration 9 x 10'2 particules/L sont en

suspension dans un mélange THF/H20 & 2,5% en THF.

Durant I’observation, il faut rester attentif au niveau de vide dans la colonne. Ceci est vrai

aussi pour le mode statique mais ’est d’autant plus en mode flux puisque du liquide est
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injecté en continu dans la cellule. La colonne du microscope peut donc étre rapidement
contaminée en cas de casse. C’est pourquoi, dés le moindre doute, 'injection est stoppée
et le porte-objet retiré du microscope. Il peut étre remis dans la station de pompage pour

vérifier 'intégrité de la cellule avant de choisir de continuer ou non ’expérience.

Protocole 29 : Observation en mode flux

Apres le test de vide validé (protocole 28), le porte-objet est remis sous pression atmosphérique
et le flux de liquide est stoppé. Le porte-objet est ensuite inséré dans le microscope. Le flux est
remis directement au débit de travail de 50 pL/h. La valeur de vide de la colonne est vérifiée trés
réguliérement au cours de l'observation. Celui-ci doit rester dans la gamme de valeurs voisines de
10" mbar. Pour ne pas risquer de contaminer la colonne, le porte-objet doit étre retiré du microscope
dés que la pression commence & remonter anormalement. En fin de séance, le flux est stoppé et le

porte-objet retiré du microscope.

Plusieurs expériences en flux ont été faites avec les particules bivalentes. Il arrive que lors
de certains essais, les particules soient comme emprisonnées dans un volume de contraste
nettement plus sombre (figure 4.18). Les images étant enregistrées en champ clair, un tel
contraste peut trouver son explication dans une augmentation de 1’épaisseur traversée par
les électrons. Il se pourrait également que cet assombrissement soit dii & 'interaction du
faisceau d’électrons avec le milieu liquide. Dans cet exemple précis, le contraste sombre
se situe au milieu de la zone d’observation ce qui correspond avec la position du faisceau
d’électrons. Il n’y a donc pas moyen de trancher entre les deux hypothéses. Il s’agit méme
certainement d’une combinaison de ces deux phénoménes. Par ailleurs, les particules ne

semblent pas étre dégradées au cours de ’observation.

FIGURE 4.18 — Images MET en champ clair en voie liqguide montrant [’évolution de particules
contenues dans un volume de contraste sombre aprés (a) 7secondes; (b) 105 secondes d’irradia-
tion. Une particule est colorée en rouge pour mieux rendre compte du déplacement des particules.
Barres d’échelle : 200 nm.

Comme illustré précédemment, une évolution drastique des particules dont 'intégrité est

mise & mal par le faisceau d’électrons a souvent été constatée lors de ces observations
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(figure 4.19).

FIGURE 4.19 - Fuvolution de particules bivalentes sous faisceau électronique. Image MET en
champ clair en voie liquide des particules (a) au début de lirradiation; (b-g) aprés 32, 64, 88,
112, 136, 144 secondes; (h) Image MET en champ clair en voie liquide des particules aprés 184

secondes d’irradiation. Deux particules ont été coloriées, l'une en rouge l’autre en bleu pour rendre
compte de leur mouvement. Barres d’échelle : 200 nm.

De rares mouvements ont cependant pu étre observés comme le montre la figure 4.20.

FIGURE 4.20 — Mouvements de particules bivalentes et du front liquide. (a-e) Image MET en
champ clair en voie liquide des particules aprés 9, 40, 70, 130, 250 secondes d’irradiation. Une
particule a été colorée en rouge pour suivre ses mouvements. Barres d’échelle : (a-d) 200nm ; (e)
500 nm.
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Les trois particules en haut a droite de I'image sont au début superposées. Aprés 22 secondes
d’irradiation, les particules entrent en mouvement et commencent & s’éloigner les unes des
autres. L'une d’elles pivote alors pour se placer sur sa tranche. Une perte de contraste et de
netteté liée & 'augmentation de ’épaisseur de liquide peut étre remarquée sur I'image (d).
En effet, 'image (e) montre dans le coin supérieur droit un front liquide arriver en direction
des particules. Le comportement des deux zones (noire et grise) est tout a fait similaire. La
zone noire vient pousser la zone grise et elles finissent par fusionner. Les particules n’ont
pas 'air de se détériorer. Certaines sont situées a la lisiére du front et y restent malgré les
mouvements de ce dernier. Les images (f-h) de la figure 4.19 montrent aussi exactement ce

phénoméne.

Le changement par rapport aux expériences en mode statique est notable. Le flux apporte
de nouvelles particules en continu ce qui permet de considérablement allonger la durée des

séances d’observation.

Globalement, une expérience en mode flux prend une journée entre le montage, ’observa-
tion et le nettoyage du dispositif. En effet, une fois ’observation terminée, les capillaires
doivent impérativement étre nettoyés en injectant de I’éthanol pour éviter tout risque de

colmatage. La procédure de nettoyage compléte est décrite dans le protocole 30.

Protocole 30 : Démontage et nettoyage - mode flux

Les capillaires sont déconnectés du porte-objet. La cellule est retirée et jetée. Chaque capillaire
interne est nettoyé avec 3 mL d’éthanol. Le capillaire ayant servi a relier la seringue ou se trouvait
I’échantillon au porte-objet est également nettoyé en injectant 3 mL d’éthanol & I'aide d'un pousse-
seringue. Une fois les capillaires nettoyés, les bouchons sont revissés a I’entrée de chaque capillaire
interne. Enfin, la téte du porte-objet est également passée a ’éthanol puis séchée a 'aide d’une

bombe a air. Des puces a blanc (sans fenétre) sont placées sur la téte avant de remonter le capot.

L’amélioration des résultats obtenus lors des expériences en flux avec notamment 1’obser-
vation de particules en mouvement nous a conduit a tenter I’observation de particules de

silice & patchs tétravalentes.

4.2.2.2 Observation de particules a patchs tétravalentes

L’observation de particules & patchs tétravalentes n’a été effectuée qu’en mode flux, bien
plus simple & mettre en ceuvre malgré un temps de préparation et de nettoyage plus long.
La cause de I'apparition de zones sombres venant perturber les observations n’ayant pas pu
étre définie, les conditions d’éclairage ont été modifiées. Jusqu’a présent la dose d’électrons
permettait d’obtenir des contrastes trés satisfaisants. Il a donc été décidé de diminuer la
dose d’électrons quitte & subir une perte de netteté des images, mais en espérant générer

moins de dégats d’irradiation au sein de la cellule.

Auto-assemblage et observation in situ de particules & patchs et de bipyramides d’or
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Pour ces expériences, des bipyramides d’or ont été ajoutées a la suspension de particules
a patchs tétravalentes dont les chaines de PS sont chlorométhylées (C= 3,9 x 10™ parti-
cules/L)

Comme décrit dans le paragraphe 4.1.2, les observations préliminaires sur les bipyramides
d’or avaient montré le mouvement de celles-ci. En ajoutant des bipyramides d’or aux
particules a patchs, nous espérons voir si des différences de comportement en terme de
mouvements ou vis-a-vis du faisceau existent. La dégradation de I'or pourrait également
étre moins rapide du fait de sa structure cristalline. Le fort contraste des particules d’or

est également un atout permettant de visualier les bipyramides plus facilement.

Comme les particules bivalentes, les particules & patchs tétravalentes sont immobiles. En
revanche, les bipyramides se déplacent qu’elles soient isolées ou en interaction avec une
fossette. La figure 4.21 montre un petit agrégat de bipyramides d’or en interaction avec

une fossette se déplacer.

FIGURE 4.21 - Déplacement et évolution de manoparticules d’or sous faisceau électronique.
Images MET en champ clair en voie liquide de bipyramides d’or en interaction avec une fossette.
(a) Particules en début d’irradiation; (b-f) Particules aprés 88, 96, 264, 570 et 664 secondes
d’irradiation respectivement. Barres d’échelle : (a-d) 100nm; (e, f) 50 nm.

La réduction de l'intensité du faisceau permet de fortement réduire le phénoméne de dégra-
dation des particules de silice. Cependant, de fagon surprenante, aprés quelques minutes
d’exposition les bipyramides se déforment comme en témoignent I'agrégat sur la figure 4.21f
ou les bipyramides qui le composent finissent par coalescer. La dégradation commence par
les extrémités qui s’arrondissent au fur et & mesure que la particule est bombardée par les
électrons. Ce phénoméne fut déja observé en MET conventionnelle mais est assez aléatoire.

En effet, des bipyramides sont intactes et robustes sur certaines zones alors qu’elles sont
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parfois dégradées avant méme l'interaction avec le faisceau d’électrons sur d’autres zones.
Il pourrait s’agir d’'un phénoméne causé a la fois par 'augmentation locale de la tempéra-
ture et la présence d’espéces formées par radiolyse. Les pointes étant constituées d’atomes

moins coordinés, elles sont les premiéres a en subir les effets.

Il n’est pas rare en MET en voie liquide de faire des observations qui ne sont pas celles
recherchées initialement. La morphologie des bipyramides est un des points sur lesquels la
communauté scientifique n’arrive pas a se mettre d’accord. Certains disent que leur section
est pentagonale alors que d’autres évoquent une section hexagonale. La figure 4.22 montre
une bipyramide en interaction avec une particules a patchs. Au cours de 'observation la
particule s’est orientée dans ’axe d’observation, permettant ainsi d’identifier clairement sa

section. La bipyramide posséde une section pentagonale comme le montre la figure 4.22b.

FIGURE 4.22 - Bipyramide d’or en interaction avec une particule de silice a patchs tétrava-
lente. Images MET d’une bipyramide (a) en position horizontale et (b) en position verticale apres
rotation. La bipyramide affiche une section pentagonale. L’encart montre un agrandissement de
la section de la bipyramide. Barres d’échelle : 50nm (10nm pour lencart).

Analyse par EDX

Le porte-objet a disposition est de derniére génération. C’est-a-dire que la conception de
sa téte a été pensée pour les analyses EDX grace a l'optimisation de la collecte des pho-
tons par rapport & la version précédente. L’analyse chimique est cependant une technique
nécessitant des temps de pose relativement longs. Ceci n’est pas un probléme en MET
conventionnelle tant que la particule est stable sous le faisceau d’électrons. En revanche,
cela devient beaucoup plus problématique en MET en voie liquide. En effet, comme vu pré-
cédemment, les particules ont beaucoup plus facilement tendance & étre dégradées par le
faisceau tout comme le milieu peut se contaminer. De plus, les particules peuvent bouger,
rendant ’analyse trés compliquée. Il semble alors indispendable d’avoir un échantillon qui

soit stable sous faisceau avec les particules les plus immobiles possible. Les particules de
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silice tétravalentes pourraient remplir ces critéres. C’est pourquoi la faisabilité de I'analyse
EDX a été tentée sur cet échantillon. Pour ce faire, il a fallu basculer en mode microscopie
électronique en transmission a balayage (STEM). Les cartographies obtenues sont présentées
figure 4.23.
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FIGURE 4.23 - Analyse EDX de particules de silice a patchs tétravalentes et de bipyramides
d’or. (a) Image STEM des objets en début d’analyse ; (b) Image STEM des objets en fin d’analyse ;
(c) cartographie Si; (d) cartographie O; (e) cartographie Au; (f) superposition des cartographies
O, Au et Si. Barres d’échelle : 100 nm.

Les cartographies du silicium (image c), de 'oxygéne (image d) et de l'or (image €) sont a
prendre indépendamment les unes des autres. Seule la différence de contraste avec le fond
continu est & considérer. De maniére surprenante, les particules de silice se distinguent bien
du fond continu malgré le passage des électrons au travers des deux membranes de nitrure
de silicium. La superposition avec la cartographie de 1'oxygéne permet d’encore mieux
visualiser les particules de silice. Les bipyramides d’or ressortent quant & elles extrémement

bien en raison de la densité et du numéro atomique élevés de l'or (image f).

En regardant la cartographie de 'or de plus prés, différentes intensités peuvent étre remar-
quées. Il faut alors comparer celle-ci avec les images STEM de début et de fin d’analyse.
Certaines particules ou agrégats de particules d’or sont présents uniquement sur I'image
finale. Cela signifie qu’elles se sont greffées aux particules & patchs au cours de 'analyse.
Les cartographies étant réalisées avec I’ensemble des photons collectés, il est normal que
I'intensité soit plus faible pour les objets arrivés pendant la collecte. Les deux images
STEM montrent par ailleurs que les particules & patchs ont tourné sur elles-mémes en cours

d’analyse. Ces mouvements entrainent alors une perte de résolution.
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Cette premiére tentative est dans I’ensemble satisfaisante, avec la bonne visualisation des
particules et de leur composition chimique. Elle montre également les freins a l’analyse

EDX inhérents au milieu liquide que sont les mouvements des particules lors de la collecte.
Suite & ces observations encourageantes réalisées sur cet échantillon, il a été décidé de
passer & I’échantillon d’intérét, & savoir une suspension composée des particules & patchs

tétravalentes et des particules de silice satellites.

Auto-assemblage et observation in situ de particules & patchs et de particules satellites

Apreés avoir acquis un niveau d’expertise suffisant, la difficulté a été augmentée. En effet,
lors de cette expérience, une tentative d’assemblage in situ a été réalisée. Pour cela, les
deux suspensions de briques élémentaires, c¢’est-a-dire les particules de silice tétravalentes
dont les chaines de Ps sont chlorométhylées (4,6 x 104 particules/L) et les particules de
silice satellites présentant des fonctions amines en surface (1,5 x 10'® particules/L), sont
placées dans deux seringues chacune connectée & I’'un des ports alimentant la cellule. Dans
un premier temps, seule la suspension de particules a patchs est injectée dans la cellule et
ce n’est qu’aprés le test de vide et une rapide observation au MET de cette suspension que
I'injection des particules satellites est débutée. Des débits initiaux de 50 uL/h et 31,5 pr/h
respectivement pour les particules & patchs et pour les particules satellites sont mis en jeu.
Ces valeurs de débits ont été choisies de fagon a se placer dans un rapport Ngatellites/ Nfossette

de 2/4 nécessaire pour la synthése de molécules d’eau colloidales.

Protocole 31 : Auto-assemblage in situ de particules de silice a patchs tétravalentes et

de particules de silice satellites

Aprés préparation des puces selon le protocole 23 et mise sous flux de la cellule avec la suspension de
particules & patchs tétravalentes dans I’éthanol (50 pL/h, 4,6 x 10** particules/L) selon le protocole
28, le porte-objet est inséré dans le MET puis l'injection de la suspension de particules satellites
dans I’éthanol est commencée directement au débit désiré (31,5puL/h, 1,5 x 10'° particules/L). En
fin d’observation, le porte-objet est laissé sous vide dans la station de pompage et la cellule laissée
sous flux réduit pendant la nuit (2 pL/h pour chaque suspension). La reprise du débit de travail se

fait par paliers.

Avec ces débits relativement faibles, trés peu d’assemblages ont été observés comme le
montre la figure 4.24. A I'instar des expériences précédentes, les particules a patchs sont
collées sur la membrane et ne bougent pas. Cependant, la quantité d’objets collés est plutét
bonne pour 'observation. C’est pourquoi, au lieu de démonter et jeter la cellule en fin de
séance, le porte-objet a cette fois-ci été placé dans la station de pompage durant la nuit
en laissant circuler un léger débit (2pL/h) dans chaque canal de maniére a éviter que
les capillaires ne se bouchent. Cette opération était I’occasion de voir si la cellule serait
surchargée de particules, indiquant alors que celles-ci s’accumulent dans la cellule et ne sont

pas ou mal évacuées. C’était aussi 'occasion de voir si la quantité de molécules colloidales
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formées augmenterait indiquant que le flux de liquide peut faire entrer en collision une

particule satellite avec la fossette d’une particule & patchs collée a la membrane.

FIGURE 4.2/ — Image MET en champ clair en voie liquide de particules a patchs dont aucune
fossette n’est occupée par un satellite. Barre d’échelle : 200 nm.

A la reprise de I'observation, des particules en mouvement ont été vues. Il s’agit systé-
matiquement de particules libérées par un front liquide repoussé vers le bord de la zone
observée. Les particules observées sont toujours des particules & patchs. Jusqu’a présent
les particules étaient déja collées & la membrane et il était difficile de comprendre pour-
quoi elles n’étaient pas en mouvement. L’observation de ’arrivée de particules & fossettes a
permis de comprendre le phénoméne. Lorsque la particule apparait, elle roule sur la mem-
brane avant de s’immobiliser sur I'une de ses fossettes. La superposition d’images permet

de mettre en évidence le parcours réalisé par la particules (figure 4.25).

14 sec

FIGURE 4.25 — Parcours d’une particule a quatre patchs roulant sur la membrane. Superposition
d’itmages MET en champ clair en voie liquide prises dans un intervalle de temps de 14 secondes.
Barre d’échelle : 200 nm.

Par ailleurs, de nombreuses informations trés intéressantes pour les expériences futures ont
été obtenues grace a cette observation. D’abord, un débit de 2uL/h suffit & éviter que les

capillaires ne se bouchent. De plus, la cellule n’était pas surchargée de particules, indiquant



146 Chapitre 4: Observation in situ de ’auto-assemblage de nanoparticules

alors que la majorité d’entre elles sont bien évacuées. Cependant, le nombre d’assemblages
particule & patchs-satellite ne semble pas avoir augmenté. Les particules collées sur la

membrane sont des particules ayant toutes leurs fossettes libres.

Il a donc été décidé de modifier les débits d’entrée, en abaissant celui de la suspension de
particules a patchs & 30 pL/h et en augmentant celui de la suspension de particules satellites
a 50 uL/h. Malgré cela, trés peu de molécules colloidales ont été observées. Celles-ci sont

exclusivement de type AXEs comme le montre la figure 4.26.

FIGURE 4.26 — Cliché MET en champ clair en voie liquide d’une molécule colloidale de type
AXEs en suspension dans l’éthanol. Barre d’échelle : 50 nm.

Plusieurs facteurs pourraient expliquer cela. Les suspensions étant mélangées juste en
amont de la cellule, leur temps de contact est court. De plus, pour étre dans de bonnes
conditions d’observations, leurs concentrations ne sont pas trés élevées, réduisant par consé-
quent les probabilités de rencontre. Un autre facteur pourrait étre le solvant utilisé. En effet,
I’éthanol est un mauvais solvant du PS chlorométhylé. Les chaines présentes au fond des
fossettes sont alors recroquevillées, et donc moins & méme de réagir avec les groupements

amines présents a la surface des particules satellites.

Dans le but d’augmenter la probabilité de rencontre entre une particule satellite et une
fossette, la suspension de particules satellites est changée en cours d’expérience pour étre
remplacée par une suspension plus concentrée permettant alors d’injecter plus de particules
satellites a débit constant. Malheureusement, ce changement n’a pas eu 'effet escompté. Au
lieu de voir des particules satellites isolées arriver dans la zone visualisée et eventuellement
s’assembler avec une fossette, seule une augmentation du nombre de molécules colloidales
de type AXE3 a été constatée. Ce phénoméne a été accompagné par une perte progressive

mais rapide de constraste et de netteté.

Cela semblerait indiquer qu'un grand nombre de particules satellites circulaient déja dans
la cellule mais n’étaient pas visibles. En effet, contrairement aux particules & fossettes,
les particules satellites sont sphériques et n’adhérent jamais & la membrane. Au cours des
nombreuses sessions de microscopie en milieu liquide effectuées, il a été remarqué qu’une

particule libre en mouvement se déplace bien trop rapidement pour étre vue. Cela a pu
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étre constaté lors de 'observation des particules tétravalentes avec les bipyramides d’or
(figure 4.27). Au début de I'observation, une nanoparticule d’or « sphérique » est située a
proximité de la particule de silice. D’une image & ’autre, la particule se retrouve de 'autre
cOté de la particule, soit une distance d’environ 150 nm. L’échantillonage & 36 images par
seconde réalisé par le logiciel de capture vidéo est insuffisant pour détecter ce mouvement.
Une vitesse approximative de 5,4 pm/s est alors calculée cette particule en prenant comme
hypothése un déplacement de la nanoparticule dans le plan d’observation. Cette valeur
est & comparer a la taille moyenne d’une zone éclairée par le faisceau d’électrons lors
des observations. En considérant la figure 4.20, la zone observée & grandissement faible
est d’environ 2 pm. En faisant 'hypothése que la particule satellite se déplace & la méme
vitesse que la nanoparticule d’or, cela veut dire que le satellite la traverse en un tiers de
seconde ! Difficile donc de le voir, qui plus est §’il est & une altitude différente de celle de
la particule a patchs, c’est-a-dire au fond de la cellule. Peu de chances donc d’assister & un

assemblage.

Cette vitesse de déplacement est trés différente de celle de la particule a patchs roulant sur
la membrane. Cela semble donc indiquer qu’il existe une interaction entre les particules a

patchs et la membrane en nitrure de silicium.

FIGURE 4.27 — Déplacement d’une nanoparticule d’or. Images MET en champ clair en voie
liquide d’une particule d’or se déplacant d’un cété a l'autre d’une particule de silice tétravalente
en lespace d’1/36°™¢ de seconde. Barres d’échelle : 50 nm.

4.2.3 Conclusion

Les nombreuses expériences menées ont confirmé le défi que représente la microscopie en
voie liquide. Le montage n’est pas simple et conduit souvent & la casse de la cellule. Sur
I’ensemble des expériences réalisées, peu aboutissent & une observation et encore moins &

des résultats exploitables.

Les conditions opératoires et notamment 'intensité du faisceau utilisé sont cruciales. En
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effet, lors des premiéres expériences, les objets étaient observés avec un faisceau intense
de la méme maniére qu’ils le seraient sur une grille en MET conventionnelle. Or, en milieu
liquide, un faisceau intense est trés agressif pour les particules qui sont attaquées par
des espéces tres réactives engendrées par des phénoménes de radiolyse. De plus, outre
les particules, le milieu liquide est également & prendre en considération car il peut étre
sujet & la contamination. Des différences de comportement notables ont été remarquées
pour des échantillons identiques. Les contaminations liées au faisceau électronique peuvent
arriver trés rapidement lors d’un essai et étre peu marquées lors de l'essai suivant. De la
méme maniére, les particules sont parfois dégradées dés que le faisceau les éclaire alors que
d’autres fois, elles résistent beaucoup mieux, assez longtemps pour avoir le temps de prendre
des clichés représentatifs. La réduction de I'intensité du faisceau a permis d’atténuer cet
aspect aléatoire concernant la contamination et de supprimer la dégradation des particules

de silice.

En MET en voie liquide, les phénoménes observés sont souvent compliqués & interpréter.
Le meilleur exemple concerne les zones sombres qui ont été observées dés les premiéres
expériences. Pensant au début qu'’il s’agissait de contaminations, et que le faisceau ne
parvenait pas 4 les traverser, ces zones étaient évitées autant que possible. Ce n’est que plus
tard qu’elles ont été considérées comme des fronts liquides dont ’épaisseur est responsable
du fort contraste. C’est finalement ces zones qui ont été les plus intéressantes et qui ont

conduit & I'observation de particules en mouvement.
Le tableau 4.1 résume une grande partie des observations réalisées.

Contrairement & ce qui a été fait durant ces travaux, le montage de la cellule en confi-
guration perpendiculaire est & privilégier pour les expériences a venir. Cela apporte de
nombreux avantages comme une épaisseur de liquide plus constante — plus proche de
la taille de I’espaceur — et une meilleure résistance mécanique. La petite surface obser-
vable n’est au final pas un réel handicap dans le cas d’'une expérience en mode flux car
de nouvelles particules sont apportées en permanence. Les experiences d’assemblage et
d’observation in situ ont été réalisées dans I’éthanol. Il serait donc intéressant de répéter
Iexpérience dans le DMF afin que les chaines de PS présentes au fond des fossettes soient
complétement déployées, favorisant ainsi la rencontre avec les particules satellites et donc
I’assemblage. Jusqu’a présent les essais réalisés avec ce solvant ayant toujours rapidement
terminés par la rupture de la cellule dans le microscope, il pourrait étre envisagé de partir
de suspensions dans ’éthanol puis de progressivement le substituer par le DMF. De la méme
maniére que les équipes utilisant la microscopie optique pour observer I'auto-assemblage
de microparticules, ’observation dynamique d’un assemblage devra sans doute passer par
I’observation sur une trés longue durée d’une particule & patch en interaction avec la mem-
brane et attendre qu’une particule satellite viennent s’y greffer. Si ’hypothése concernant
la mobilité des particules satellites s’avére étre vraie, alors la particule satellite apparaitra

subitement dans une fossette. La visualisation de 'arrivée du satellite étant alors limitée
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TABLEAU 4.1 — Récapitulatif des expériences réalisées ayant abouti a une observation.
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par la caméra et le systéme d’enregistrement vidéo qui capture I’écran 36 fois par seconde.
Il semble donc indispensable pour faire de la microscopie liquide de disposer d’'une caméra
filmant & une cadence plus élevée et de se doter d’un logiciel permettrant de récupérer son

flux vidéo original.
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Conclusions

Les travaux décrits dans ce manuscrit ont porté sur la synthése, la fonctionnalisation, la

purification mais également 1’assemblage et ’observation in situ de particules & patchs.

L’étude bibliographique réalisée montre que la plupart des particules a patchs fabriquées
sont des particules de tailles micrométriques. Peu d’exemples concernent les particules
nanométriques. Il ressort de cette étude que les voies d’assemblage les plus utilisées sont
celles basées sur les interactions hydrophobes et les ponts hydrogéne (voie ADN) et que
I’assemblage par voie covalente, surtout dans le cas de particules a patchs, a trés peu été
exploité. La voie développée a 'université de Bordeaux selon laquelle un cluster silice/PS est
utilisé comme gabarit est 'une des meilleures puisque sa polyvalence permet la fabrication
de particules dotées d’'un nombre de patchs contrélé compris entre 1 et 12. De plus ces
patchs sont a la fois enthalpiques et entropiques, permettant d’explorer différentes voies

d’assemblage.

Plusieurs études réalisées précédemment a 'université de Bordeaux ont montré que la pu-
reté morphologique des lots de clusters silice/Ps était trop faible pour que 1’assemblage de
particules & patchs conduise & un cristal colloidal. En se concentrant sur la morphologie
tétrapode, la pureté morphologique a pu étre augmentée de 81 a 89 % d’abord par 'opti-
misation de la synthése des clusters, et plus précisément la fonctionnalisation des germes
de silice utilisés pour ensemencer la polymérisation en émulsion du styréne. La pureté a
ensuite été améliorée jusqu’a 97 % par la mise au point d’un protocole de centrifugation

sur gradient de densité.

En se basant sur les travaux précédents utilisant le couplage peptidique pour assembler les
briques élémentaires, la chimie d’assemblage a été simplifiée. Outre le gain de temps, cette
modification permet de s’affranchir a la fois de 'activation des fonctions acide carboxylique
et de l'utilisation de DMF anhydre. La réaction entre les chaines de PS chlorométhylées et les
satellites aminés s’est montrée efficace pour assembler les particules a patchs. Cependant,
alors que des molécules colloidales sont désirées, le caractére isotrope des particules satel-
lites conduit au pontage de particules & patchs pour former des structures non-controlées
de plus hautes dimensions. Pour éviter cela, des expériences préliminaires avec des parti-
cules monopatchs dont la taille du patch ne permet l'interaction qu’avec une seule cavité

ont été réalisées mais n’ont pas pu étre optimisées.

Une ambition du projet était d’observer la dynamique d’assemblage des particules a patchs.
L’utilisation de la microscopie optique n’etait pas une option en raison de la taille nano-
métrique des particules d’intérét et a cette échelle, seule la MET est capable d’atteindre
des résolutions suffisantes. Cependant, pour que ’assemblage dynamique puisse étre ob-
servé, les particules doivent étre en suspension dans un milieu liquide. L’observation des
particules & patchs a donc été faite par MET en voie liquide. Dans ce contexte, ce travail a

consisté a implémenter cette technologie au sein de la Plateforme Aquitaine de Caractéri-
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sation des Matériaux. Les expériences de MET en voie liquide ont montré toute la difficulté
de ce mode d’observation. Outre le temps de préparation nécessaire et les difficultés de
montage, 'interprétation n’a pas été chose aisée. Il est en effet trés facile pour un ceil
non-averti de mal interpréter un phénomeéne observé. Ces expériences réalisées aussi bien
en mode statique qu’en mode flux ont cependant abouti a I’observation des particules d’in-
térét. Celles-ci présentent des comportements trés différents selon leur nature. En effet,
les particules a patchs ont montré une forte interaction avec la membrane en nitrure de
silicium, responsable de leur perte de mobilité, alors que les particules satellites n’ont pas
pu étre vues, probablement en raison d’une vitesse de déplacement trop rapide. La vitesse
de déplacement in situ d’'une particule d’or a d’ailleurs été calculée et semble corroborer
I’hypothése de vitesses trop élevées pour que les particules en suspension soient détectables.
L’injection des deux suspensions de briques élémentaires a permis de voir des molécules

colloidales in situ mais n’a pas permis de voir le phénoméne d’assemblage en lui-méme.

Perspectives

Une des grandes ambitions du projet ENLARgER est la formation d’un cristal colloidal
tridimensionnel de structure diamant. Ceci nécessite dans un premier temps d’avoir une
pureté morphologique la plus haute possible pour les particules & patchs. Bien que les résul-
tats obtenus par centrifugation en gradient de densité soient plutét positifs, I'inconvénient
majeur reste la faible quantité d’échantillon traitée. Il faudrait donc multiplier les centri-
fugations pour récupérer quelques milligrammes de tétrapodes afin de les utiliser pour des
expériences d’assemblage.

Dans un second temps, les tétrapodes de trés haute pureté fabriqués pourront étre utilisés
pour effectuer I'assemblage afin de limiter les erreurs d’empilement autant que possible.
Une structure aussi complexe que celle du diamant nécessite un assemblage par étape. C’est
pourquoi la stratégie envisagée consiste dans un premier temps & synthétiser des molécules
colloidales imitant les molécules HoO. La pureté morphologique ne fait malheuresement
pas tout! En effet, les assemblages statistiques réalisés, certes sur des lots non purifiés,
ont montré la formation de toutes les molécules colloidales qu’il est possible d’obtenir a
partir de particules & quatre patchs. Ils ont également montré la présence de particules
de dimensions supérieures issues du pontage d’au moins deux particules & patchs par des
particules satellites. Tout comme pour les clusters silice/Ps, la centrifugation en gradient
de densité peut étre envisagée pour séparer ces différentes morphologies. Les conditions ex-
périmentales devront alors étre trouvées afin d’isoler les molécules colloidales HoO avec une
haute pureté. Pour éliminer le probléme de pontage, 'utilisation de particules monopatchs

en tant que particules satellites doit étre approfondie.

Ce n’est qu’une fois 'obtention de lots de molécules d’eau colloidales de haute pureté que
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celles-ci pourront étre utilisées en tant que nouvelles briques élémentaires pour 1’assem-
blage tridimensionnel vers la structure diamant. Ce procédé implique cependant d’avoir
un assemblage out chaque brique élémentaire vient parfaitement se positionner par rapport
aux autres briques voisines. Cela parait improbable avec la chimie covalente non-réversible
utilisée. En effet, sans réversibilité, les fautes d’empilement ne peuvent pas étre corrigées
comme elles le sont par exemple avec 'utilisation de brins d’ADN. Il faudrait par consé-
quent développer une chimie covalente réversible pour réaliser la cristallisation du systéme.
Ces molécules colloidales imitant les molécules d’eau imitent également des groupes méthy-
lénes (-CHg-). Pour les polymériser en chaines polyéthyléne, ils doivent étre assemblés entre
eux en utilisant des particules satellites isotropes jouant le role de doublets électroniques
colloidaux (figure 4.28).

FIGURE 4.28 - Schéma de la stratégie de synthése d’une molécule colloidale de polyéthy-
léne o partir de particules satellites sphériques isotropes (en jaune) liant les molécules
colloidales HpO (-CHg-) entre elles via leurs fossettes non occupées.

Malgré les nombreuses difficultés rencontrées, la MET en voie liquide permettra de réali-
ser I'observation de l'assemblage des particules a patchs. Pour cela quelques expériences

peuvent étre envisagées.

Une premiére expérience a faire serait d’inverser l'ordre d’ajout en chargeant d’abord la
cellule avec des particules satellites, puis en injectant ensuite les particules a patchs. Un
assemblage pourrait alors étre observé avant que la particule a patchs ne s’immobilise sur
la membrane, dans le cas ou le premier flux n’est pas chassé par le second. Une straté-
gie similaire pourrait consister a charger la cellule de particules satellites puis & injecter
ensuite une suspension pré-incubée de particules partiellement assemblées. Les particules
possédant moins de patchs disponibles, elles seraient moins & méme de pouvoir se fixer sur
la membrane. Une autre possibilité pour limiter ’adhésion des particules & patchs sur la

membrane serait de procéder & un traitement d’effluvage plus long.

Une alternative serait de jouer sur des paramétres visant & freiner le déplacement des
particules. Une piste pourrait consister a changer la nature du solvant afin de déployer les
chaines de Ps. Les particules pourraient alors voir leur vitesse de déplacement diminuer et
seraient également capables d’interagir a plus longue distance avec les particules satellites.

Des expériences en flux dans le DMF ou le THF devront étre réalisées.

Le ralentissement des particules pourrait étre induit par une augmentation de la viscosité,
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que ce soit par changement du solvant ou par abaissement de la température de la suspen-
sion. Il faut cependant faire attention a ce que 'augmentation de viscosité du milieu ne
produise pas une pression trop élevée dans la cellule lors de la circulation. Compte tenu des
volumes mis en jeu, il est possible que le faisceau d’électrons réchauffe le milieu et rende

le refroidissement inefficace.

La mise sous flux a certes permis de faciliter le montage des cellules, il est cependant
possible que la circulation de la suspension soit & ’origine de la vitesse de déplacement trop
élevée des particules. Peut-étre que faire circuler la suspension par intermittence pourrait
permettre de simuler le mode statique tout en pouvant apporter de nouvelles particules

grice au flux de temps en temps.

Finalement, il serait peut étre préférable d’effectuer les observations avec les puces en
configuration croisée. Cela permettrait d’avoir une épaisseur de liquide plus constante sur
la zone observée et donc certainement une meilleure qualité d’image tant en contraste qu’en

netteté.
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Nanoparticules de silice 4 patchs : optimisation de leur synthése et de leur

assemblage, et observation in situ

Cette étude porte sur 'auto-assemblage de nanoparticules de silice & patchs cavitaires en vue d’ob-
tenir de nouvelles molécules colloidales. Dans un premier temps, les briques élémentaires, a savoir
des particules & patchs et des particules satellites ont été synthétisées. Ce travail s’est focalisé sur
des particules & quatre patchs dont la pureté morphologique a été améliorée tant par I’optimisation
de la fonctionnalisation de surface des germes utilisés lors de I’étape de polymeérisation ensemencée
que par une étape de purification par centrifugation en gradient de densité. Des molécules colloi-
dales constituées d’une particule a patchs entourée de nanoparticules satellites en nombre controlé
ont été obtenues par assemblage covalent. La chimie d’assemblage a été simplifiée en réduisant le
nombre d’étapes de fonctionnalisation aussi bien pour les chaines de polystyréne ancrées au fond
des cavités que pour la surface des particules satellites. Des molécules colloidales imitant des molé-
cules d’eau ont pu étre fabriquées en ajustant le rapport entre le nombre de particules satellites et
le nombre de cavités. La taille nanométrique des particules mises en jeu empéche leur observation
par microscopie optique. C’est pourquoi ces travaux ont également porté sur le développement
expérimental de la technique de microscopie électronique en transmission en voie liquide dans le

but ultime d’observer la dynamique d’assemblage des briques élémentaires.

Mots clés : Nanoparticules de silice & patchs, assemblage, molécules colloidales, centrifugation en

gradient de densité, microscopie électronique en transmission en voie liquide.

Patchy silica nanoparticles : Optimization of their synthesis and assembly, and in situ
observation

This study deals with the self-assembly of dimpled patchy particles to get new colloidal molecules.
First, building blocks — patchy silica nanoparticles and satellite particles - were synthesized. This
work was focused on particles bearing four patches whose morphological purity was increased
not only by optimizing the surface functionalization of the seeds used during the seeded growth
emulsion polymerization stage, but also by purification by density gradient centrifugation. Covalent
chemistry allowed obtaining colloidal molecules consisting of a four-patch particle surrounded by
controlled number of satellite nanoparticles. The chemical pathway was simplified by reducing the
number of functionalization steps for the polystyrene chains anchored at the bottom of the dimples
and for the surface of the satellite particles. Colloidal molecules whose morphology mimics that of
water molecules were fabricated by adjusting the ratio between the number of satellite particles
and the number of dimples. Due to the sizes of the particles involved, dynamics of assembly cannot
be followed by optical microscopy. This is why the technique of transmission electron microscopy

in liquid phase was also investigated.

Keywords : Patchy silica nanoparticles, assembly, colloidal molecules, density gradient centrifu-

gation, liquid-phase transmission electron microscopy.
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