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Résumé

Les nanotechnologies A DN ut ilisées pour  l’ auto-assemblage d e na noparticules d’ or 
ou de métaux nobles ont connu un important développement au cours des vingt dernières 
années, p ermettant l ’organisation de  pa rticules agencées en  na no-cristaux, grâce à l a 
reconnaissance bi ologique i négalable de  de ux brins c omplémentaires courts d’ ADN.
L’objectif de ces t ravaux de thèse est d’adapter ces nanotechnologies à l ’assemblage de  
nanoparticules d’Al et de CuO en vue d’élaborer des matériaux composites énergétiques à 
haute performance, grâce à l’augmentation des surfaces en contact entre réducteur (Al) et 
oxydant ( CuO) pa r l a m aîtrise de  l ’organisation s patiale de s na noparticules. A insi, l a 
fonctionnalisation s éparée de s na noparticules d’ Al e t de  C uO di spersées e n s olution 
colloïdale pa r de s m onobrins d’ ADN c omplémentaires doi t a mener, a près m élange de s 
deux s olutions c olloïdales, à  l ’agrégation des pa rticules pa r l ’hybridation de s br ins 
d’ADN greffés en surface. La stratégie de fonctionnalisation choisie ici est générique : la 
protéine « Streptavidine » est d’ abord greffée s ur l a n anoparticule, pui s le br in d’ ADN 
fonctionnalisé par un groupe biotine à une de ses extrémités, se fixe sur la Streptavidine. 
Au-delà de  l ’organisation de l a m atière à l ’échelle nanométrique, l ’enjeu double de  ces 
travaux t ient da ns l ’établissement d’ un pr otocole de  f onctionnalisation f iable e t 
reproductible, propre aux procédés de micro-électronique, pour envisager un report de ces 
matériaux sur puce, mais également dans le contrôle des performances énergétiques grâce 
à l ’ADN. N ous a vons t out d’ abord étudié l ’interaction e ntre l es b ases d e l ’ADN e t l a 
surface des particules afin d’identifier les interactions non-spécifiques pouvant provoquer 
une a grégation non -maîtrisée. D ans un s econd t emps, nous  nous  s ommes a ppliqués à  
élaborer l e p rotocole en car actérisant pr écisément cha que ét ape de  fonctionnalisation. 
Nous a vons e nsuite é tudié l ’agrégation de s pa rticules f onctionnalisées en f onction d e 
nombreux p aramètres expérimentaux t elles que  l a l ongueur de  l a chaîne A DN, la 
séquence de l’oligonucléotide, ou encore la composition saline de la solution. A cause de 
l’existence d’interactions non-spécifiques, nous avons optimisés ces paramètres de façon 
à as surer une agrégation di rigée uni quement pa r l ’hybridation de s br ins d’ ADN e t 
améliorer ainsi de  façon conséquente l ’organisation spatiale de s p articules et  l es 
performances é nergétiques de s m atériaux s ynthétisés. E nfin, nous  a vons dé montré l a 
possibilité de  c ontrôler l es pe rformances é nergétiques de s n anobiocomposites e n 
maîtrisant leur microstructure grâce à l’ADN.
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Abstract

Over the two last decades, DNA technologies have intensively been s tudied for the 
organization of  m atter a t t he na noscale. T hanks t o t he bio r ecognition of  t wo 
complementary DNA single-strands and their hybridization into the famous helicoidally 
structure, self-assembling of  gold na noparticles i nto hi ghly o rdered m icrometer s cale 
crystals ha s be en de monstrated. T he a im of  t his thesis i s t o explore t his ne w 
nanotechnology f or t he s elf-assembly o f A l a nd C uO na noparticles driven b y D NA 
hybridization into highly energetic n anocomposites b y optimizing c ontact s urfaces 
between r educer ( Al) a nd ox idizer ( CuO). W e c hose S treptavidin-biotin strategy to 
functionalize na noparticles w ith D NA s ingle s trands. M ore precisely, t he 
functionalization pr ocess i ncludes f our s teps: ( i) s tabilization of  Al a nd C uO 
nanoparticles into separate colloidal suspensions; (ii) Streptavidin grafting on Al and CuO 
nanoparticles; ( iii) D NA g rafting on Al a nd CuO S treptavidin-modified na noparticles 
thanks to the addition of biotin function at the end of the DNA single strands; (iv) mixing 
of the two colloidal DNA-functionalized suspensions in order to realize the self-assembly. 
First, w e pr ecisely d etermined, characterized a nd opt imized e ach s tep of  t he 
functionalization process. Then, we studied more precisely two key points of the process: 
we analyzed the interaction of DNA bases with technologically relevant oxide surfaces by 
studying the grafting of  Thymidine by theoretical and experimental approaches; and we 
studied the influence of the coding sequence used for the DNA strands on the quality of 
the s elf-assembly, also by t heoretical and experimental ana lyses. Finally, w e o ptimized 
environmental conditions t o r ealize t he s elf-assembly o f D NA-functionalized 
nanoparticles i nto e nergetic na nobiocomposites. M orphologies and e nergetic pr operties 
were e stablished a s a  f unction of  s ynthesis c onditions, a nd t he c ontrol of  e nergetic 
performances of  n anobiocomposites a s a  function of  a ggregation pr ocess w as 
demonstrated.
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Liste des abréviations et terminologie utilisées

AAS Atomic A bsorption S pectroscopy, ou S pectrométrie d ’Absorption 
Atomique.

ADN Acide Désoxyribose Nucléique.

ALD Atomic Layer Deposition, ou Dépôt par Couche Atomique.

APTES (3-Aminopropyl)triethoxysilane.

ATR Attenuated Total Reflectance, ou Réflectance Totale Atténuée.

CC Cubique Centré.

CFC Cubique Face Centré.

CVD Chemical Vapor Deposition, ou Dépôt Chimique en phase Vapeur.

DFT Density Functional Theory, ou Théorie de la Fonctionnelle de la Densité.

DLS Dynamic Light Scattering, ou Diffusion Dynamique de la Lumière.

DSC Differential Scanning C alorimetry, ou Calorimétrie D ifférentielle à  
Balayage.

dTMP Thymidine 5’-MonoPhosphate.

EDX Energy D ispersive X -ray s pectrometry, pour  A nalyse Dispersive en 
Energie.

FTIR Fourier T ransform I nfraRed spectrometry, ou S pectroscopie Infra-Rouge 
par Transformée de Fourier.

IR Infra Rouge.

PB Phosphate Buffered, ou Tampon Phosphate.

PBS Phosphate Buffered Saline, ou Tampon Phosphate Salin.

PTFE PolyTetraFluoroEthylène.

PVD Physical Vapor Deposition, ou Dépot en Phase Vapeur.

SAXS Small-Angle X -Ray S cattering, ou D iffusion d es r ayons X  a ux P etits 
Angles.

SDS Sodium Dodecyl Sulfate, ou DodécylSulfate de Sodium.

SEM Scanning Electron Microscopy, ou Microscopie Electronique à Balayage.
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SPR Surface Plasmon Resonance, ou Résonance Plasmon de Surface.

TEM Transmission E lectron M icroscopy, ou M icroscopie E lectronique à 
Transmission.

TGA Thermogravimetric Analysis, ou Analyse Thermo-gravimétrique.

TMA Tri-Méthyl d’Aluminium.

TMD Theoritical Maximum Density, pour Densité Maximale Théorique.

VASP Vienna Ab initio Simulation Package.

XPS X-ray Photoelectron Spectroscopy, ou Spectroscopie Photoélectronique X.

nanopoudre
Terme pou r qu alifier u ne poudr e, en générale com merciale, dont l es 
consitutants ont  de s di mensions c aractéristiques a utour de  100 nm  ou 
inférieur.

nanocristal On a ppelle na nocristal u ne or ganisation de  n anoparticules « cristallisée », 
formant un réseau périodique avec des paramètres de maille connus.

spacer
Ce t erme dé signe l a séquence d’ un ol igonucléotide dont  l e but  e st 
d’éloigner ph ysiquement l a s équence de stinée à s ’hybrider avec 
l’oligonucléotide complémentaire et la surface de la nanoparticule.

linker Le linker est l’oligonucléotide qui sert de liaison à deux autres nucléotides 
dans un système d’hybridation à trois oligonucléotides.

Temps 
d’initiation

Correspond à l a di fférence de  t emps ent re l ’allumage du laser et  l a 
détection d’un signal optique provoqué par la réaction de la nanothermite.
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Introduction Générale

Dans un contexte s ociétal complexe, où la pr ise de  cons cience d e l a l imitation des 
ressources éne rgétiques et  al imentaires de  l a pl anète de vient s ource de  t ensions 
géopolitiques, l es pr oblématiques é conomique, é cologique et  éne rgétique de viennent 
indissociables et primordiales dans le développement des technologies futures. Ainsi, une 
réflexion profonde multi-échelle doi t nous  amener à  réorienter not re vi sion de  l ’énergie 
afin de  r épondre a ux dé fis de  de main, à  l ’heure où l’usage généralisé des r essources 
fossiles e st a utant un p oison à  r etardement po ur l ’environnement que  l ’indispensable 
remède au développement économique. Les matériaux énergétiques sont alors au cœur de 
cette réflexion. Ces matériaux, capable d e l ibérer en un t emps très court une  qu antité 
d’énergie chimique stockée à l ’échelle at omique, sont e n e ffet a u c œur d’ applications 
aussi di verses que  nom breuses, c entrales vi s-à-vis de s enj eux de  l a s ociété du XXIème

siècle. Pour n’en citer que quelques-unes, on peut évoquer l’aéronautique, l’aérospatiale, 
la s oudure, les f eux d’ artifices, l’armement… Or, demain, ces m atériaux éne rgétiques 
devront r épondre à  t oujours pl us de c ontraintes é conomiques e t e nvironnementales, 
auxquelles s ’additionnent l es pr oblématiques de ta ille, d’efficacité, de s ûreté et  de  
fiabilité, not amment pour  t outes l es a pplications a éronautiques e t s patiales. Ils seront 
multifonctionnels avec des performances adaptables à l’application. Ceci ne sera possible 
qu’en s ’appuyant s ur l es pr ogrès réalisés en mic ro et na notechnologie, chimie e t 
biochimie afin de travailler la matière à l’échelle moléculaire, voire atomique.

La cour se à  l a miniaturisation lancée d epuis m aintenant qua rante ans a am ené l a 
recherche à  dé velopper de s out ils t oujours p lus précis, not amment dans le dom aine de  
l’électronique, grâce à l ’automatisation des équi pements et  à l ’arrivée de  t echniques 
nouvelles pe rmettant de  s tructurer la  ma tière à  l’ échelle atomique. Le développement 
« Moorien » d e la puissance de l ’ordinateur couplé aux  techniques de  fabrication autant 
des m oyens de  m esure que  de  pr oduction de l a m atière, a pe rmis à l a s cience de s 
nanotechnologies d’ émerger au cours des de rnières décennies. L’intérêt grandissant des 
chercheurs po ur l ’infiniment pe tit s e jus tifie a lors pa r l e comportement de  l a m atière, 
exalté pa r de s r apports de f orme d ’une di mension nouve lle e t di fférent en t out poi nt à  
celui observé à l’échelle macroscopique. Ces propriétés nouvelles agrandissent l’horizon 
des possibles pour les technologies de demain. Le domaine des matériaux énergétiques en 
tire dès à présent un grand bénéfice avec l’apparition de nanomatériaux aux performances 
énergétiques a ccrues pa r r apport a ux m atériaux c onventionnels, not amment pour  l es 
matériaux éne rgétiques de t ype composites, c ouplant oxydants et  r éducteurs. Il a ét é 
montré en effet que la performance énergétique de ces derniers est directement impactée 
par la dimension de ses composants (Armstrong et al ., 2003). On peut voir ainsi que le 
développement des nanotechnologies au service de l’arrangement de la matière à l’échelle 
de l’infiniment petit permet déjà de relever les défis énergétiques de demain. L’étape qui 



Introduction Générale

6

suit es t l e cont rôle de s interfaces et  de s d imensions a ux é chelles na nométriques pour  
régler finement l es pe rformances e n f onction de  l ’application. Les t ravaux de  l a 
communauté i nternationale c onvergent ve rs cet obj ectif ul time d’ obtenir de  nouve lles 
catégories de matériaux énergétiques nanostructurés multifonctionnels aux performances 
réglables e n f onction de  l ’application (Ahn et al ., 2016;  R ossi et al ., 2007) . Les 
contributions adressent des travaux théoriques et expérimentaux encore nombreux pour la 
maîtrise des réactions exothermiques aux échelles nanométriques que nous ne détaillerons 
pas ici.

C’est dans ce contexte d e miniaturisation et de  complexification des di spositifs qui  
intègrent de s f onctionnalités de  pl us e n pl us nom breuses ( intelligence, actions 
mécaniques, mesure, …) que  l e Laboratoire d’ Analyse et  d’ Architecture des S ystèmes 
(LAAS) a  o rienté s a r echerche d epuis l e m ilieu de s a nnées 1990. L’intégration de  
matériaux énergétiques dans des s ystèmes i ssus de  l a micro-électronique a  a lors pe rmis 
l’émergence d e nouve aux di spositifs « micro-pyrotechniques » permettant un apport 
énergétique l ocalisé (Rossi a nd E stève, 2005) . D e nom breuses a pplications ont  é té 
impactées par le développement de cette nouvelle technologie, d’abord dans le domaine 
médical ex ploré da ns l e cadr e d e l a t hèse de  C arole R ossi en 1997 (Rossi, 1997) , pui s 
pour des applications plus diverses telles que la micro-propulsion de satellites (Larangot, 
2004) ou de  dr ones (Chaalane, 2008) , l’actionnement mic ro-fluidique (Rodriguez a nd 
Adolfo, 2008) ou encore l ’initiation pyrotechnique s écurisée (Pennarun, 2006;  P ezous, 
2009; Taton, 2013).

Ces travaux d’intégration de matériaux énergétiques dans des dispositifs miniaturisés 
ont é té a ccompagnés p arallèlement pa r l e dé veloppement de  nouve aux na nomatériaux 
énergétiques d e t ype t hermites, s ous f orme de na nofils (Zhang et al ., 2007) , de  
multicouches (Bahrami, 2013; Petrantoni, 2010) ou de mélanges de nanopoudres (Glavier 
et al ., 2015) . Ces m atériaux c onsistent e n l ’association d’ un ox ydant, i ci l ’Aluminium 
(Al) ave c un réducteur de t ype ox yde m étallique, entre l esquelles s ’établit un e r éaction 
exothermique t rès f orte de  t ype ox ydo-réduction s ous l ’effet d’ un s timulus e xtérieur 
(chauffage ou choc él ectrique). Une de s vo ies a pprofondies p ar l ’équipe N EO 
(NanoIngénierie et  i ntégration des O xydes et  de  l eurs i nterfaces) du LAAS es t al ors l e 
dépôt de  c ouches n anométriques de  ces d eux c omposants pa r pul vérisation c athodique, 
permettant une ma îtrise e t amélioration des pe rformances én ergétiques grâce à 
l’augmentation des surfaces de  contacts. Cependant, le mélange de nanopoudres au lieu 
de couc hes d enses e st ég alement une  vo ie i ntéressante, car e lle aug mente 
considérablement les surfaces de  cont acts ent re composants, améliorant en conséquence 
encore da vantage s es p erformances. Au-delà d e l ’augmentation de s urface en tre l es 
réactants, une grande variété en nature et dimension de particules métalliques et d’oxydes 
métalliques s ont di sponibles e t pe uvent être combinés pour  c réer d es composites a ux 
performances variées. Le mélange de poudres nanométriques est simple, faisable à grande 
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échelle et à  ba s coût. D e nom breuses t echniques de  r eport (technologie a dditive) s ont 
envisageables ( sérigraphie, jet d’ encre, dépôt é lectrophorétique, …)  pour  r eporter l es 
nanocomposites sur et dans les dispositifs. Mais le mélange des nanoparticules doit faire 
face à de  nom breux ve rrous t echnologiques, not amment s ur de s pr oblèmes d’ interfaces 
liées aux  échelles nanométriques, du contrôle de  l ’homogénéité du mélange et  aussi sur 
les méthodes de manipulation et d’assemblage de nanoparticules.

Parallèlement à la micro-électronique, le monde de la « biologie » a connu également 
de grands b ouleversements a u c ours d es de rnières dé cennies, avec en point d’ orgue l a 
découverte de  l a s tructure d e l ’ADN en 1957 p ar C rick e t W atson, et du s tockage de  
l’information du vivant dans le génome. Ce qu’on appelle communément ADN, ou Acide 
Désoxyribose Nucléique, est en fait un type de polymère, dans le sens de combinaison de 
briques é lémentaires r épétées un certain nom bre de  fois, où l es q uatre br iques 
élémentaires s ont l es b ases nuc léiques A dénine ( A), T hymine ( T), Guanine ( G) et  
Cytosine ( C). La r épétition de  c es ba ses f orme a lors un br in d’ ADN. O r, l ’une de s 
propriétés m ajeures de ces  ba ses es t d’ être co mplémentaire de ux à de ux ( A-T, G-C). 
Ainsi, si deux brins sont complémentaires, c 'est-à-dire si l’ensemble des bases d’un brin 
peut s ’appareiller ave c l ’ensemble de s ba ses de  l ’autre br in, alors l es de ux br ins 
s’hybrident e t f orment l a c élèbre s tructure e n doubl e-hélice. Ces d écouvertes o nt 
bouleversé not re v ision de l a s anté, et pl us g énéralement de  l a s cience et de  l a 
technologie, avec l’association à venir de plus en plus forte et intriquée entre biologie et 
technologie. A titr e d’ exemple, utiliser l’ ADN c omme s tockage de  l’ information en 
remplacement de s t echnologies à b ase d e s ilicium n’ est pl us de  l ’ordre de l a s cience-
fiction (Zhirnov et al., 2016).

Outre l ’énorme impact d e l ’ADN sur l ’organisation du vi vant, l es chaînes de  bases 
composantes de l’ADN possèdent une énorme affinité et une spécificité inégalable dans le 
monde de la chimie moléculaire. Ces caractéristiques lui confèrent un pouvoir structurant 
à l ’échelle na nométrique s ans com paraison avec d’ autres t echnologies. Après l a 
découverte de s di fférentes s tructures géométriques que  pouva it pr endre l ’ADN pa r 
Nadrian Seeman en 1992 (Seeman, 1992), Alivisatos et Mirkin sont les premiers en 1996 
à dé montrer la  pos sibilité de  l’ utiliser c omme brique s tructurante e n assemblant d es 
nanoparticules d’or en réseau organisé (Alivisatos et al., 1996; Mirkin et al., 1996). Ces 
découvertes marquent l e début d’une nouvelle ère des nanotechnologies, celle des DNA 
nanotechnologies. D epuis l ors, de  nom breux t ravaux ont  m ontré l a pos sibilité 
d’organisation cristallographique de  n anoparticules e n utilisant l’ ADN comme ve cteur 
d’assemblage (Macfarlane et al., 2011; Mirkin, 2000; Park et al., 2008). Cependant, ces 
technologies sont encore limitées aujourd’hui pa r l es matériaux concernés et  pe inent en  
conséquence à trouver des applications concrètes.

Cette brève description du pouvoir structurant de l’ADN nous permet de comprendre 
l’apport que  pe ut a voir c ette t echnologie pour  l a m anipulation e t l ’assemblage de  
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nanoparticules pour la synthèse de matériaux énergétiques de type nanothermite. C’est à 
la rencontre de ces deux domaines technologiques que s’est construit mon sujet de thèse, 
que l’on peut résumer par cette problématique : comment utiliser les technologies ADN 
pour structurer de façon intelligente et contrôlée des nanoparticules d’Al et de CuO en 
matériaux énergétiques innovants ?

*
*
*

Les enjeux de ma thèse sont triples :

- Technologique : explorer l ’ADN comme out il t echnologique pour  i nterfacer, 
manipuler, assembler et  o rganiser de s na no-objets de  di fférents t ypes d ans de s 
matrices hétérogènes.

- Matériau : la c onception d’ un no uveau m atériau, a lliant l ’inorganique de s 
nanoparticules et l’organique de l’ADN en un matériau innovant et intelligent, par 
le contrôle du greffage des objets biologiques et de la structure finale et demain, 
sans aucun doute, par l’ajout de nouvelles fonctions biochimiques.

- Applicatif : explorer de  nouv elles appl ications par i ntégration de ces  m atériaux 
nanocomposites bio-hybrides dans des puces micro-électroniques.

Les pr emiers t ravaux m enés au LAAS s ur ce s ujet ont  m ontré l a f aisabilité de  l a 
structuration d’ un m atériau é nergétique c omposite pa r l ’auto-assemblage de  
nanoparticules par ADN (Séverac et a l., 2012) . Dans la continuité de  ces t ravaux, nous 
nous s ommes conc entrés da ns cette t hèse s ur l a m aîtrise, l a caractérisation, e t 
l’optimisation des modifications de surface de deux matériaux, l’aluminium et l’oxyde de 
cuivre. Nous avons pris soin d’optimiser les protocoles donnant des solutions stabilisées 
de na noparticules f onctionnalisées pa r A DN à  haute de nsité de  greffage. La m éthode 
développée i ci est é galement générique, don c applicable à  d’ autres ox ydes métalliques. 
Dans un s econd t emps, nous  a vons combiné modélisation e t e xpérimentation a fin d e 
comprendre l’interaction de l’ADN avec les surfaces considérées en micro-électronique et 
d’identifier le s di fficultés qu’ elles p euvent e ntraîner s ur le s protocoles d e 
fonctionnalisation. Après opt imisation de s pa ramètres lié s à  la  fonctionnalisation de 
colloïdes, dé taillées da ns un t roisième t emps, n ous a vons pu é tudier l ’agrégation de s 
nanoparticules et déterminés les conditions expérimentales favorables à l’organisation des 
particules a ssurée pa r l ’hybridation de s br ins d’ ADN. P our c e f aire, no us a vons pl us 
particulièrement étudié l’impact de la séquence de l’ADN sur l’agrégation des particules, 
et avons  été en  m esure de  va lider l e r ôle d e l’ADN da ns l ’assemblage. E nfin, les 
performances énergétiques de ces matériaux énergétiques ont pu être caractérisées. 

Mon manuscrit présente l’ensemble de mes travaux de thèse en quatre parties.

Dans un p remier c hapitre, nous  contextualiserons l a pr oblématique, e n dé taillant 
l’état de l’art des matériaux énergétiques de type nanothermite et des technologies ADN 
existantes. Nous identifierons l es avancées, les verrous, et l es challenges à ve nir de ces  



Introduction Générale

9

technologies, pour  r épondre a ux e njeux s ociétaux da ns l equel s ’inscrit m on t ravail :
l’énergie embarquée.

Nous présenterons dans un second chapitre l’approche expérimentale et théorique du 
greffage de  s tructures biologiques s ur s urface ox ydée, e n p renant pour  ex emple 
l’immobilisation d’ une ba se de  l ’ADN, l a T hymidine, s ur de s s urfaces d’ intérêt 
technologique. Nous identifierons les interactions physico-chimiques entre la base ADN 
et l a s urface et ét udierons l ’impact de s condi tions ex périmentales et  de la na ture d e l a 
surface sur la force de ces interactions.

Dans le troisième chapitre, nous décrirons un protocole précis, robuste, reproductible 
et ent ièrement car actérisé pour  l a f onctionnalisation de na noparticules d’ Al et  de  C uO 
avec des brins d’ADN, en vue de réaliser un assemblage dirigé par l’hybridation de ces 
brins. Chaque ét ape de  greffage s era c aractérisée et  va lidée, et l es de nsités de  g reffage 
maximisées par optimisation des conditions expérimentales.

Enfin, dans le dernier chapitre, nous  explorerons l ’assemblage di rigé par brin ADN 
des na noparticules e n solution a queuse pour  f ormer d es c omposites é nergétiques 
performants. La compréhension des mécanismes de l’assemblage a été un point important 
de mon t ravail de thèse, en étudiant d’une part l ’impact sur l’agrégation de la séquence
des brins complémentaires, optimisée par un code développé spécifiquement à cet effet, et 
d’autre pa rt e n explorant le s c onditions e xpérimentales f avorisant le s int eractions 
spécifiques et r éversibles de s br ins d’ ADN. N ous c omparerons ensuite la m orphologie 
des agrégats obtenus en fonction de  la s tratégie d’agrégation retenue, e t étudierons leur 
impact sur les propriétés thermiques.

Une dernière section du manuscrit sera consacrée aux perspectives nombreuses de ces 
travaux, en deux parties. Nous nous interrogerons d’abord sur les stratégies à suivre pour 
améliorer l a qu alité de s c omposites s ynthétisés pa r A DN. P uis nous  di scuterons l a 
possibilité d’intégration de ces composites sur puce micro-électronique en explorant deux 
technologies de report.

Nous f inirons c e m anuscrit pa r un e s ynthèse d es r ésultats m ajeurs obt enus ont  f ait 
l’objet de  publ ications scientifiques e t l es avancées qu’offrent l es t echnologies pour  l es 
matériaux é nergétiques. Nous s ynthétiserons é galement les nom breuses pe rspectives de  
ces matériaux.





Chapitre 1.
Etat de l’Art et Problématique
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Depuis m aintenant de ux dé cennies, l ’ADN, connu c omme s upport génétique d e 
l’expression du vi vant, est a pparu comme un outil t echnologique à  p art ent ière, au 
pouvoir s tructurant pui ssant g râce à l a r econnaissance bi omoléculaire de de ux br ins 
complémentaires, sans équivalent da ns l e m onde vi vant. P ar a illeurs, l es m atériaux 
énergétiques de type « nanothermite » ont connu sur la même période un développement 
conséquent grâce à l ’apport de  l a na nostructuration de s c onstituants, ox ydants e t 
réducteurs, i mpliquant u ne a mélioration m arquée de  l eurs pe rformances é nergétiques. 
Cependant, la s tructuration à l ’échelle na nométrique de s él éments hé térogènes d e l a 
nanothermite f ait f ace a ujourd’hui à  de  nom breuses di fficultés, d’ ordre t echnologique 
d’une pa rt pour  l a m ise e n f orme e t l e c ontrôle de s s tructures, m ais a ussi d’ ordre 
théorique pour  l a c ompréhension e t l a pr édiction de s pe rformances é nergétiques e n 
fonction de la structuration de la nanothermite. Ces difficultés sont encore limitantes pour 
l’utilisation de ces matériaux énergétiques dans les applications nombreuses qui couvrent 
l’initiation, la soudure localisée, ou encore la génération de pression.

L’objectif de ce p remier cha pitre es t de motiver l’ utilisation de l’ ADN pour  la  
synthèse d’ une nouve lle gé nération de  nanothermites aux pr opriétés am éliorées, 
contrôlées et surtout adaptables grâce à une grande variété de stratégies de synthèse.

Après a voir donn é un e dé finition g énérale des m atériaux é nergétiques, nous  
présenterons l es nanothermites é laborés à  pa rtir de nanoparticules. Nous décrirons dans 
un premier t emps le s di fférents ma tériaux ut ilisés, les mé thodes de  s ynthèse, 
d’assemblage e t le s a pplications de s na nothermites a ujourd’hui. P uis nous  nous  
intéresserons à  l ’ADN comme out il t echnologique pour  l ’élaboration d’ une nouve lle 
catégorie de  na nothermites. N ous e xpliquerons pour quoi l ’ADN e st susceptible de  
bouleverser le monde technologique en énumérant les nombreuses applications ouvertes 
par les nanotechnologies ADN. Enfin, nous étudierons plus particulièrement les avancées 
de ces vingt dernières années sur la structuration de nanoparticules par auto-assemblage 
assisté pa r A DN. Ces ét udes bi bliographiques pe rmettront de  jus tifier le s c hoix 
stratégiques a doptés da ns c es t ravaux de  t hèse, que  nous  dé crirons d ans l a d ernière 
section du chapitre.
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1. Les nanothermites, une classe de matériaux énergétiques

1.1. Généralités

En guise d’introduction, nous pouvons rappeler que les matériaux énergétiques sont 
des c omposés c apables de l ibérer une  grande é nergie e n que lques fractions de  s econde 
sous l ’effet d’ un s timulus ( par a pport de  c haleur ou c hoc é lectrique). La r éaction 
énergétique est généralement une réaction exothermique d’oxydo-réduction entre espèces 
ou molécules ox ydantes et réductrices. Les matériaux énergétiques solides sont à us age 
unique et sont généralement classés en deux catégories :

-Les matériaux mono-moléculaires. Constitués d’une phase unique homogène où 
la molécule élémentaire contient tous les éléments nécessaires à la réaction, ils sont 
généralement de nature organique. Du fait de la proximité des éléments réducteurs et 
oxydants, s ouvent a u s ein d’ une m ême m olécule, l a r éaction e xothermique e st
extrêmement r apide, a llant j usqu’à une  di zaine de  km .s-1 pour l e C L-20, pui ssant 
explosif développé à C hinese Lake en Californie (C6N12H6O12) (source Eurenco). La 
TNT (pour TriNitroToluène de formule C6H2(NO2)3CH3) est un exemple célèbre de 
matériau réactif mon o-moléculaire dont l a pr oximité de s gr oupes ox ydant ( NO3) et  
réducteurs (CH2 et CH) le rend très sensible et instable. L’extrême sensibilité de ces 
matériaux mono -moléculaires r end l’ optimisation de le ur pot entiel énergétique 
difficile.

-Les m atériaux c omposites. Ils s e p résentent généralement s ous l a f orme de  
poudres, c onstituées d’ au m oins de ux c omposants :  l ’oxydant e t l e r éducteur. Leur 
cinétique de décomposition (classiquement appelée « réactivité ») est dépendante de 
la proximité des différents constituants et de la diffusion des espèces entre oxydant et 
réducteur, rendant c es matériaux éne rgétiques de  f ait m oins s ensibles que  l es 
matériaux mono -moléculaires. P our d es poudr es m icrométriques, l es c inétiques de  
décomposition va rient de  que lques m m.s-1 à pl usieurs m .s-1 suivant l es i ngrédients 
utilisés et  l e com pactage de s pou dres. La poud re noi re es t un exemple cél èbre d es 
matériaux composites.

Les thermites, ou c omposés a lumino-thermites, entrent da ns cet te de uxième 
catégorie. E lles pe uvent êt re qu alifiées de  « composites », car el les associent un métal 
réducteur, appelé également « combustible », avec un oxyde métallique oxydant, appelé 
« comburant ».

Les thermites ont  é té d écouvertes e n 1893 e t brevetés en 1895 par l e chi miste 
allemand Hans Goldschmidt (Goldschmidt, 1895), en cherchant une méthode de synthèse 
de métaux purs sans carbone. C’est en synthétisant du chrome par réduction de sa forme 
oxydée par l’aluminium qu’il comprit l’intérêt de sa découverte pour la soudure. Le nom 
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thermite vient du dégagement de chaleur très élevé de ces matériaux, dont la température 
de flamme peut atteindre 3 600 °C (Fischer and Grubelich, 1998).

D’un point de vue chimique, la réaction dite « thermite » désigne plus précisément la 
réaction d’ oxydo-réduction intervenant ent re l es de ux él éments (Piercey a nd K lapötke, 
2010). Usuellement, le métal le  pl us ut ilisé est l’Aluminium (Al) car son a ffinité a vec 
l’oxygène est telle qu’il est très facilement oxydable et ce métal est disponible en grande 
quantité et à bas coût. La réaction d’oxydo-réduction s’opérant entre les deux composés 
peut s’écrire formellement de la façon suivante :

𝑀 + 𝐴𝐴
𝛥𝛥
��𝑀𝐴 + 𝐴 (1.1)

Avec M et MO le métal et sa forme oxydée, de même AO et A un oxyde métallique et 
sa forme réduite, et ΔH l’enthalpie de réaction.

Cette r éaction fortement ex othermique pr oduit une  certaine qua ntité de ch aleur, 
caractérisée par l ’enthalpie de  réaction ΔH, exprimée en cal.g-1, J .g-1 ou enc ore J .cm-3.
Cependant, un certain nombre de facteurs limitent les rendements de la réaction comme la 
dissipation de  c haleur da ns l ’environnement o u de s ba rrières de  di ffusion d’ espèce 
comme la couche d’alumine présente dans les poudres utilisées.

Conventionnellement, la cha leur d e r éaction peut êt re ca ractérisée p ar C alorimétrie 
Différentielle à  B alayage ( notée DSC, pour  Differential Sc anning C alorimetry). Cette 
technique d’analyse thermique compare les échanges de chaleur avec son environnement 
d’un éch antillon et d’ une r éférence s itués d ans une enc einte f ermée. Plus pr écisément, 
l’appareil m esure l a va riation d’énergie appliquée à  l a référence pou r m aintenir l a 
température de  l ’enceinte cons tante, suivant s i l ’échantillon absorbe de  l a cha leur en 
subissant une transformation endothermique (comme la fusion), ou dé gage de la chaleur 
s’il subit une réaction exothermique.

Lorsqu’on travaille avec le s the rmites, il e st im portant de  c onnaitre le s c onditions 
environnementales de  l a r éaction ainsi que  l a s tœchiométrie du mélange m étal /  oxyde. 
Nous pouvons  donc  dé finir da ns un pr emier t emps l e r atio de m asse équivalente Ø  d e 
façon à caractériser la stœchiométrie du mélange de la façon suivante :

Ø =
�𝑀𝐴𝐴 𝑀𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂⁄ �

𝑆𝑆𝑆𝑆𝐴𝑂

�𝑀𝐴𝐴 𝑀𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂⁄ �
𝑆𝑆

(1.2)

Où MAl et MOxyde représentent l es m asses m olaires de  l ’aluminium e t de l ’oxyde 
métallique. La notation Sample indique le ratio entre les deux composés et la notation ST
indique l e r atio e ntre l es de ux c omposés da ns l es c onditions s tœchiométriques, i.e.
contenant l a qua ntité d ’oxygène né cessaire à  oxyder l a t otalité de  l’ Al s ans a pport 
extérieur. Cette définition nous permet donc d’écrire la relation suivante :
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�𝑀𝐴𝐴 𝑀𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂⁄ �
𝑆𝑆

=
𝑥 𝑀𝐴𝐴

𝑦 𝑀𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂
(1.3)

En pr enant e n c ompte l a f ine c ouche d’ alumine ( Al2O3) na turellement pr ésente en  
surface des nanoparticules d’Al, nous  pouvons  c onsidérer l a pur eté P correspondant a u 
taux d’ Al a ctif de l a n anoparticule pou r pouvoi r e xprimer d e f açon pr écise l e r apport 
massique X entre métal et oxyde :

𝑋 =
Ø × �𝑀𝐴𝐴 𝑀𝐴𝑥𝑦𝑂𝑂� �𝑆𝑆

𝑃 +  Ø × �𝑀𝐴𝐴 𝑀𝐴𝑥𝑦𝑂𝑂� �𝑆𝑆
(1.4)

Les rapports massiques stœchiométriques de différents couples de nanothermites, les 
enthalpies théoriques des réactions associées, les températures adiabatiques et les produits 
de réaction finaux calculés à  l’équilibre thermodynamique sont lis tés dans le  Tableau 1
ci-dessous (Fischer and Grubelich, 1998).

Tableau 1 : R apport m assique s tœchiométriques, t empératures adi abatiques c alculées e n t enant 
compte de s c hangement de  phas e e t e nthalpies de  r éaction de  différents c ouples de  na nothermites 
usuellement utilisés (Fischer and Grubelich, 1998).

Couple 
oxydant-
réducteur

Rapport 
massique 

stœchiométrique

Température 
adiabatique 

(K)

Enthalpie de 
réaction massique 

(kJ.g-1)

Enthalpie de 
réaction volumique 

(kJ.cm-3)

Proportion de 
gaz (g.g-1)

Al-MnO2 1 / 2,147 2 918 4,9 19,5 0,4470

Al-CuO 1 / 4,422 2 843 4,1 20,8 0,3431

Al-Fe2O3 1 / 2,959 3 135 4,0 16,5 0,0784

Al-NiO 1 / 4,454 3 187 3,4 18,0 0,0063

Al-TiO2 1 / 2,221 1 752 1,5 5,5 0,0000

Al-WO3
1/4,296 3 253 2,9 14,7 0,1463

Le Tableau 1 montre q u’il ex iste une  g rande v ariété de  coupl es ox ydant/réducteur 
ayant de s pr opriétés é nergétiques t rès di fférentes. A insi, i l e st pos sible de  c hoisir l e 
couple s uivant l es c ontraintes de  l ’application c hoisie. P ar e xemple, s i l e poi ds ou l e 
volume est une  contrainte prépondérante, on c hoisira un c ouple énergétique pe rformant 
d’un point de  vue  m assique ou vol umique, i.e. Al-MnO2 dans un c as ou A l-CuO da ns 
l’autre. Par ailleurs, l’ensemble de ces couples ont en commun une forte température de 
réaction, de  1 800 à 3 300 K, raison pour la quelle le s the rmites s ont pr incipalement 
utilisées de puis l eur dé couverte au X IXème siècle pour  di vers u sages ci vils t els qu e l a 
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découpe d e m étaux, la s oudure, mais aus si l a s ynthèse de  m atériaux. Par ex emple, les 
thermites à base d’oxyde de fer sont utilisées historiquement pour la soudure de rails de 
chemin de fer, grâce à l ’application locale de chaleur permettant la fusion des matériaux 
et l ’apport de  f er l ors de l a r éaction pe rmettant l a s oudure. D e f açon s imilaire, les 
thermites à base d’oxyde de cuivre peuvent servir à souder des tubes épais de cuivre pour 
des connections électriques.

Cependant, la forte enthalpie de réaction couplée à une  haute température de flamme 
ne fait pas tout. En effet, les thermites ont souffert jusqu’ici de leur faible réactivité, de 
l’ordre du mm.s-1, ne permettant pas une pleine exploitation de leur potentiel énergétique. 
Cette faible réactivité est pr incipalement due  à  l’utilisation de composés sous forme de  
poudre macroscopique l imitant l e t ransport de  l ’oxygène d’un matériau à  l ’autre. Or, l a 
diminution de  l a di mension de  c es m atériaux a  ouve rt l a voi e à  de s nouve aux 
développements.

1.2. L’apport de la nanostructure

L’évolution des technologies au cours des deux dernières décennies ayant permis la 
production de  poud res n anométriques1, ou nanopoudres, d’ Al (Jiang and  Yatsui, 1998;  
Kwon et al ., 2001) ou d’ oxydes m étalliques a f ortement i mpacté l e dom aine de s 
matériaux aluminothermiques. En effet, la diminution de la taille des éléments constitutifs 
a en gendré une  au gmentation des pe rformances éne rgétiques grâce not amment à  
l’augmentation importante des surfaces en contact entre oxydant et réducteur.

Plus précisément, le premier apport de la nanostructuration est géométrique, ou t out 
du m oins s urfacique. E n di minuant l a t aille de  l a pa rticule, on a ugmente s a s urface 
spécifique, c’est à di re l e r apport ent re s a s urface et  s a m asse. A  t itre d ’exemple, une 
particule d’aluminium de 30 μm de diamètre possède une surface spécifique d’environ 
0,07 m².g-1 contre 74 m ².g-1 pour une  particule de même nature avec un diamètre de 30  
nm. Ainsi, lorsqu’on réduit le diamètre d’une particule d’un facteur 1 000, on augmente la 
surface s pécifique du même f acteur, s oit une  a ugmentation de  100 000 %. Une t elle 
augmentation a pour  co nséquence di recte de  f avoriser gr andement l e cont act ent re l e 
métal et l’espèce oxydante et améliore ainsi la réactivité de la nanothermite.

En pl us d’ augmenter l es s urfaces s pécifiques, l a na nostructuration e xalte l es 
propriétés de la matière lors de la réduction d’échelle. Ainsi, le rapport entre le nombre 
d’atomes en surface, moins stables et plus réactifs, et le nombre d’atomes dans la matrice 
augmente considérablement ave c l a di minution du diamètre de  l a na noparticule. Cette 
exaltation peut se traduire entre autres par une diminution de la température de fusion du 
matériau par rapport à s on état massif. Expérimentalement vérifié pour divers matériaux 

1 Une p oudre p eut êt re q ualifiée d e n anométrique l orsqu’elle es t co mposée d e p articules d e t aille 
inférieure à 1 00 nm. Dans la suite du manuscrit, une poudre nanométrique sera dénommée par commodité 
nanopoudre.



Chapitre 1. Etat de l’Art et Problématique

18

comme l’or (Buffat a nd Borel, 1976) , l’étain (Wronski, 1967) , l’iridium (Dippel et al .,
2001) le plomb (Peters et al ., 1997) ou l ’aluminium (Eckert et al ., 1993;  Levitas et al .,
2009), ce phénomène est l ié à l ’augmentation de la cont ribution de l ’énergie de surface 
dans l ’équilibre é nergétique du m atériau. E ckert et al . ont pa r e xemple m ontré 
expérimentalement, et da ns c ertaines c onditions, une di minution de  l a t empérature de  
fusion de l’aluminium de quasiment 100 °C  pour une nanoparticule de diamètre 13 nm, 
au l ieu de  660 °C  pou r l e m atériau m assif (Eckert et al ., 1993) . D ’un poi nt de  v u 
thermodynamique, la dépendance en taille de la température de fusion peut être exprimée 
par la relation de Gibbs-Thomson (Skripov et al., 1981) :

𝑆𝑆(𝑟) = 𝑆𝑆𝑏 − �
2𝑆𝑆𝑏𝜎𝑆𝑆
∆𝐻𝜌𝑆𝑟

� (1.5)

Où Tm représente l a t empérature d e f usion d’une pa rticule de  r ayon r, Tm
b la 

température de fusion du matériau massif, ΔH la chaleur latente de fusion du matériau, ρS

la masse volumique du matériau solide, σSL l’énergie d’interface solide-liquide.

Pour l ’aluminium, la r éaction (1.5) s e s implifie de l a f açon suivante (Levitas et al .,
2009) :

𝑆𝑆(𝑟) = 933,67 −
251,618

𝑟
(1.6)

Cette r elation thermodynamique peut pa r ai lleurs êt re cor rigée en tenant compte de  
plusieurs f acteurs i nfluençant l a t empérature de  fusion comme l ’épaisseur de  l a couc he 
d’oxyde possiblement présente en surface, ou des effets de pression l iées à la fusion du 
matériau. Ainsi, Pantoya et al. ont montré que la température de fusion des nanoparticules 
d’Al étaient plus importante que celle prédite par l’équation de Gibbs-Thomson à cause 
de génération de pression sur la couche externe d’oxyde lors de la fusion de l’Al au cœur 
de la particule (Levitas et al., 2009).

1.3. Etat de l’art des travaux sur les nanothermites

C’est a u m ilieu de s a nnées 1990 que  l es pr emiers t ravaux s ur l es na nothermites 
apparaissent aux  E tats-Unis. E n 1995, l e l aboratoire de  Los A lamos m ontre 
expérimentalement e t p our la  p remière fois l’ augmentation d’un facteur 1 000 d e l a 
réactivité d’un mélange de poudres nanométriques d’Al et de MoO3, en comparaison avec 
des poudres micrométriques (Aumann et al., 1995). De nombreux travaux ont suivi aux 
Etats-Unis principalement et en Europe dans une moindre mesure et ont confirmé l’intérêt 
de l a r éduction de  l a t aille caractéristique d es pa rticules sous 100 nm , n otamment pour  
l’Al. 
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De 1995 à  nos  j ours, l e nom bre d’ équipes t ravaillant s ur l es na nothermites a  
augmenté très rapidement. La communauté regroupe aujourd’hui une vingtaine d’équipes 
internationales, basées pr incipalement aux  E tats-Unis, e n E urope e t e n C hine. Les 
diagrammes de la Figure 1 montrent l’évolution du nombre de publications et de citations 
sur les thermites, couvrant les contributions expérimentales et théoriques, et illustre donc 
l’intérêt m ajeur por té pa r l a com munauté s cientifique pour  ce dom aine de  r echerche. 
Ainsi, l e nom bre de  pu blications a  é té m ultiplié pa r s ept e n 20 a ns, e t l ’explosion du  
nombre de citations à partir de 2009, multiplié par 5, témoigne de l’émergence au niveau 
international des nanothermites à la fin des années 2 000. 

Figure 1 : E volution du nombre de publ ications (diagramme de  gauche) e t du nombre de c itations 
d'articles (diagramme de droite) dont le sujet traite des thermites au cours des 20 dernières années (Web of 
Science, consultation Septembre 2016).

Parmi le s tr avaux r ecensés, l’aluminium e st très ma joritairement coupl é ave c C uO
(Ahn et al ., 2013;  Bahrami M otlagh et al ., 201 2; Lanthony et al ., 2014 ; M alchi et a l.,
2008; S hende et al ., 20 08), Fe2O3 (Park et a l., 2010; Z hang e t a l., 201 3a; Z hou e t a l., 
2010) et MoO3 (Bockmon et al., 2005; Glavier et al., 2015; Sun et al., 2006; Weismiller 
et al ., 2011) , ca r l es réactions d’ oxydo-réduction s ont l es pl us exothermiques ( voir 
Tableau 1). D’autres couples métal-oxydes métalliques ont également été étudiés, tels que 
Al-Bi2O3, WO3 (Glavier et al., 2015; Jacob et al., 2015) ou encore des formes oxydées de 
l’Iode (Stacy and Pantoya, 2013).

Par exemple, Granier et al . (Granier and P antoya, 2004) ont comparé
expérimentalement la  vi tesse de  c ombustion et la température d’ initiation de the rmites 
Al-MoO3 préparées à partir de deux types de poudres : des particules nanométriques de 
diamètre inf érieur à 200  nm  e t des pa rticules micrométriques de di amètre 20 µ m (Ø = 
1,2). Les r ésultats ont  montré que  l e temps d’ initiation2 de la  thermite diminue avec l a 

2 Dans ces travaux, l’initiation est réalisée par laser (50 W, CO2) et le temps d’initiation correspond à 
la différence de temps entre l’allumage du laser et la détection d’un signal optique provoqué par la réaction 
de la nanothermite. 



Chapitre 1. Etat de l’Art et Problématique

20

réduction de la taille des particules d’Al de l’échelle « micro » à l’échelle « nano », avec 
une r éduction de  99,7 % de s t emps d ’initiation e ntre d es pa rticules d e 20 µ m e t de s 
particules de 20 nm. Les auteurs relient clairement cette sensibilité accrue à  l’ initiation 
par la température de fusion plus basse des nanoparticules d’Al, expliquée dans la section 
précédente. De plus, une augmentation de la vitesse de combustion est observée lorsque 
le diamètre des particules diminue de 200 à 50 nm. Au contraire, la vitesse de combustion 
diminue lorsque le diamètre diminue en dessous de 50 nm, à cause de la contribution trop 
importante de  l’ Al2O3 contenu da ns l a c ouche de pr otection de s pa rticules d’ Al. Ce 
phénomène sera discuté ultérieurement. 

Plus r écemment, en 201 1, Weismiller et al . ont é tudié l ’impact de  l a r éduction e n 
taille des nanoparticules d’Al e t d’oxydes MoO3 et CuO sur l es vi tesses de  combustion 
des the rmites (Weismiller et al ., 2011 ). Les r ésultats obt enus indiquent alors que l a 
diminution de la taille de l’oxydant est plus favorable que celle de l’Al pour augmenter la 
réactivité, pour les raisons évoquées précédemment. 

Une autre étude menée par Ahn et al. confirme ces conclusions et note de plus l’effet 
morphologique et l e c ompactage des n anoparticules ox ydantes sur l es vit esses de  
combustion des thermites (Ahn et al ., 2013). Ainsi, les nanocomposites réalisés à pa rtir 
du mélange de nanoparticules d’Al avec des nano-filaments de CuO ont des vitesses de 
combustion plus élevées que ceux composés de nanoparticules de CuO sphériques, grâce 
à une augmentation des surfaces en contact entre réducteur et oxydant.

Ces nombreux t ravaux concernent pr incipalement de s na nothermites élaborées pa r 
mélange d e nanopoudres sphériques. C ependant, d’autres voi es d e s tructuration ont  é té 
explorées. De façon non-exhaustive, on pe ut citer les voies de synthèse par procédé sol-
gel (Tillotson et al., 2001) où les deux matériaux sont synthétisés ensemble en solution, 
ou par arrested milling qui cons iste à  broyer ensemble l es deux réactants (Schoenitz et 
al., 2005; Umbrajkar et al ., 2006), ainsi que l’utilisation de formes variées de matériaux 
comme les nano-filaments (Ahn et al., 2013; Shende et al., 2008; Zhang et al., 2007) ou
les na no-feuillets (Bahrami et al ., 2014;  M arín et al ., 2015 ). De f açon générale, l es 
résultats de ces études confirment les mêmes tendances que celles observées dans le cas 
de nanopoudres, i.e. la di minution de s di mensions e ntraine une  amélioration de  l a 
réactivité grâce à une meilleure intimité entre les espèces réactives.

Dans ce manuscrit nous l imiterons l’analyse autour des nanopoudres qui seront à la 
base de nos travaux de recherche. 
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1.4. Synthèse, mise en œuvre et p ropriétés des nanothermites par 
nanopoudre

La méthode la plus répandue de préparation de nanothermites à partir de nanopoudres
est l e mélange phys ique de  nan oparticules sous ul trasons, s uivi d ’une é tape de  
compactage.

Cette m éthode es t l a pl us s imple à mettre en œuvre. Elle cons iste à m élanger deux 
nanopoudres métalliques dans un l iquide volatile e t inerte, comme l’hexane, et d’agiter 
l’ensemble à  l ’aide d’ ultrasons a fin d’ assurer l a dé sagrégation e t l ’homogénéité du  
mélange. Les avantages majeurs sont la rapidité et la simplicité de cette technique. Mais 
les inconvénients sont nombreux. Il est difficile de contrôler au moment de la sonication 
la dispersion des nanoparticules de chaque type, qui ont tendance à s’agréger entre elles 
au lieu d’assurer un mélange homogène. De plus, il a été observé que le traitement de trop 
grandes qua ntités induit une  m oins bonne  ho mogénéité du m élange. E nfin, a près 
évaporation du s olvant, l es c omposites r éalisés s ont c ompactés pa r l ’application d’ une 
pression sur le mélange obtenu pour former un agrégat solide manipulable. Le principe de 
la méthode de mélange est schématisé sur la Figure 2.

Figure 2 : Schéma de principe de la sonication de nanopoudres en solvant organique volatile avant 
séchage et compactage de la nanothermite.

Même si cette méthode est simple, très répandue et accessible, aucun industriel ne l’a 
encore adopt ée f aute de  maîtrise de s m élanges o btenus dont  l es car actéristiques va rient 
d’un lot à l ’autre, impactant la fiabilité des performances énergétiques des nanothermites 
obtenues.

1.5. Paramètres clés influençant les propriétés énergétiques

Outre l a di mension des particules, d’autres p aramètres i nfluencent grandement l es 
propriétés énergétiques des nanothermites préparées par mélange de nanopoudres. Nous 
limiterons ici la discussion aux principaux paramètres qui sont la nature et l’épaisseur de 
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la couc he d e pr otection des p articules d ’Al, la s tœchiométrie, la na ture d e l ’oxyde 
métallique a ssocié à  l’ aluminium, l’organisation de s n anoparticules e ntre e lles e t le ur 
intimité. 

1.5.1. Influence de la couche de passivation

L’Al pos sède de  f açon naturelle e t s ystématique une  c ouche d ’oxyde en a lumine 
(Al2O3), a ppelée c ouche de  pa ssivation, qui  protège l e m atériau d’ une ox ydation 
profonde. Les n anoparticules d’ Al n’ échappent pa s à  l a r ègle, et  ce tte couc he d e 
passivation a utour d es particules p ermet un e conservation et une  m anipulation de s 
poudres à température ambiante et sous oxygène. Cette couche de passivation est visible 
par M icroscopie E lectronique à  T ransmission ( notée TEM, pour  Transmission E lectron
Microscopy), dont un exemple est présenté en Figure 3. Elle assure aussi la stabilité de la 
thermite ap rès m élange d es r éactifs s ur une  l arge gamme d e t empérature, jusqu’à s a 
température d’ initiation qui  dé clenche l a r éaction d’ oxydo-réduction par t ransfert d e 
l’oxygène de l’oxyde au métal. 

Figure 3 : Images TEM d’une nanoparticule d’Al ALEX®. On observe une  s tructure cœur-coquille, 
avec le cœur en Al pur et une couche externe de passivation en Al2O3.

Lorsque la taille des particules diminue, la proportion massique d’Al2O3 comparée à
l’Al pur , a ppelé Al a ctif, de vient non -négligeable ( notamment lor sque le s di amètres 
deviennent i nférieurs à  50 nm ) e t i mpacte né gativement l es pr opriétés t hermiques de s 
nanothermites telles que la température de réaction ou la vitesse de combustion (Malchi et 
al., 2008) . Le Tableau 2, i ssu de  l a s ynthèse b ibliographique de  P iercey et K lapötke 
(Piercey a nd Klapötke, 2010) , r egroupe l es don nées de  di fférentes publ ications s ur l e 
pourcentage d’ Al a ctif e n f onction de  l a t aille d es na noparticules, et m ontre l a g rande 
variabilité du pourcentage d’Al actif suivant le fournisseur, car la nature et l’épaisseur de 
la c ouche de  pa ssivation de  l a c ouche d’ alumine dé pendent f ortement du pr océdés de  
fabrication des particules (André et al., 2013; Kwon et al., 2001; Sarathi et al., 2007).
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Tableau 2 : Evolution du pourcentage d’Al actif en fonction de la taille des nanoparticules (Piercey 
and Klapötke, 2010).

Taille moyenne de la 
nanoparticule (nm)

Al actif (%)

30 30
45 64
50 43
50 68
79 81
80 80
80 88

Pour s’affranchir de ces dispersions dans la nature et l’épaisseur de couche d’alumine, 
quelques t ravaux ont  exploré de s t echniques de  f onctionnalisation de  l a s urface 
d’aluminium pe ndant l e pr océdé d e f abrication de s na noparticules. La s ynthèse d’ un 
composé bi métallique A l-Ni en surface de s na noparticules a not amment ét é r éalisé pa r 
l’équipe de  Foley (Foley et al ., 200 5). O n t rouve é galement l a f onctionnalisation de  
nanoparticules d’ Al pa r di vers c omposés or ganiques f luorés (Jouet et al ., 2005 )
(Hammerstroem et al ., 2011) . C ette f onctionnalisation pe ut a voir un e ffet pos itif 
important s ur le s pe rformances énergétiques d es the rmites, comme l’ ont mont ré le s 
travaux de Kappagantula et al. (Kappagantula et al., 2012). Les auteurs ont comparé les 
vitesses de  com bustion de  m élanges A l-MoO3 réalisés à pa rtir de  t rois t ypes d e 
nanoparticules d’Al : fonctionnalisées avec acide perfluorotetradecanoique (PFTD), acide 
perfluorobasique ( PFS) et s ans f onctionnalisation. Ils ont  m ontré que  l es vi tesses de  
combustion a vec P FTD é taient 86%  pl us r apide que  s ans, t andis que  les vi tesses de  
combustion a vec P FS é taient pl us l entes de  50 % que  s ans. C es t ravaux dé montrent l a 
possibilité de  maîtriser l es propriétés des th ermites via l a fonctionnalisation de  surface. 
Cependant l es p rocédés de  f onctionnalisation s ont e ncore c omplexes, non m aîtrisés e t 
coûteux.

1.5.2. Influence de la nature de l’oxydant

Le choix de  l ’oxyde m étallique as socié ave c l ’Al p eut i nfluencer grandement l es 
propriétés énergétiques de la nanothermite, en termes de chaleur de réaction (cf. Tableau 
1), de  pr ession dé gagée e t de  vi tesse de  c ombustion. U ne é tude c omplète, r éalisée p ar 
Glavier et al. (Glavier et al ., 2015) 3, compare expérimentalement les caractéristiques de 
quatre nanothermites Al-CuO, Al-Bi2O3, Al-MoO3 et Al-PTFE4, réalisées par sonication 
de nanopoudres commerciales d ans de  l ’hexane. Après s onication da ns l ’hexane de s 
poudres commerciales pendant 3 min, les nanothermites sont séchées et leur morphologie 
est ca ractérisée pa r imagerie é lectronique, dont  l es images sont r egroupées en Figure 4

3 Glavier, L., T aton, G ., D ucéré, J . M., B aijot, V ., Pinon, S ., C alais, T ., ... & R ossi, C . ( 2015). 
Nanoenergetics as  p ressure g enerator for nontoxic i mpact primers: Comparison o f A l/Bi 2  O  3, Al/CuO, 
Al/MoO 3 nanothermites and Al/PTFE. Combustion and Flame, 162(5), 1813-1820.

4 PTFE : PolyTetraFluoroEthylène, est un oxydant organique, plus connu pour ces propriétés adhésives 
dans les ustensiles de cuisines et par son nom commerciale Teflon.
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pour l es qua tre na nothermites. O n pe ut not er s ur l es i mages obtenues pa r M icroscopie 
Electronique à Balayage (notée SEM, pour Scanning Electron Microscopy) et présentées 
en Figure 4, que l ’oxydant varie en forme et en volume : alors que CuO se présente de  
façon facettée et de taille très inégales (240 ± 50 nm), Bi2O3 est de forme ovoïde avec des 
dimensions allant de 600 nm  × 400 nm à 110 nm × 90 nm, MoO3 a une distribution en 
taille très élevée (2 µm × 6 µm à 90 nm × 90 nm), et enfin les particules de PTFE sont 
larges et sphériques de diamètre 1 µm.

Figure 4 : Images SEM des nanothermites après mélange de poudre (a) Al-PTFE, (b) Al-MoO3, (c) Al-
Bi2O3, (d) Al-CuO (Glavier et al., 2015).

Les propriétés thermiques mesurées des quatre nanothermites sont résumées dans le 
Tableau 3 ci-dessous. La c haleur de  r éaction e t l a t empérature d ’initiation s ont 
déterminées pa r D SC, le  te mps d ’initiation e t la  pr ession maximale pa r bom be 
manométrique, et la vitesse de combustion par caméra rapide en initiant environ 150 m g 
de na nothermite non -confinée da ns une  rainure us inée da ns du p olycarbonate de  
dimensions 50 × 2 × 2 mm3. Dans la bombe manométrique, la poudre est tassée dans la 
chambre à un  certain taux de compaction, qualifié en pourcentage de Densité Maximale 
Théorique ( notée T MD, pour  Theoritical M aximum Density, moyenne de s d ensités 
maximales des matériaux présents dans la poudre).

Tableau 3 : Résumé des propriétés énergétiques (chaleur de réaction, température d'initiation, vitesse 
de combustion et pression maximale) des quatre nanothermites étudiées (Glavier et al., 2015).

Thermite

Chaleur de réaction

Tini (°C)
Vitesse de 

combustion 
(m.s-1)

Temps 
d’initiation 

(µs)

Pmax (MPa)
(30% 
TMD)

expérimentale 
ΔHexp (J.g-1)

théorique 
ΔH (J.g-1)

Al-Bi2O3 1 541 2 115 460 420 ± 10 5 21,6
Al-CuO 1 057 4 072 460 340 ± 20 15 16,7

Al-MoO3 1 883 4 698 460 100 ± 4 110 7,4
Al-PTFE 3 494 8 420 400 2 ± 1 550 21,4
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Les résultats de  G lavier et a l. montrent que  l ’association entre l’ Al e t le  P TFE 
possède la densité d’énergie la plus élevée (3 500 J.g-1, soit 40 % de la valeur théorique), 
avec un e m eilleure s ensibilité en température ( température d’ initiation la p lus f aible à 
400 °C) et un dé gagement de pression très élevé grâce à l a caractéristique organique du  
PTFE, e t donc  pl us vol atile que  l es m étaux. C ependant, l a n anothermite pr ésente un e 
réactivité t rès faible avec une vi tesse d e combustion très le nte e t un  te mps d ’initiation 
élevé, à cause des dimensions micrométriques de l’oxydant. 

La nanothermite Al-Bi2O3 possède également une forte densité énergétique, avec une 
chaleur de réaction mesurée (ΔHexp) la pl us pr oche de  l a va leur t héorique ( 73 % ), l a 
réactivité l a pl us él evée ( avec un e vi tesse d e com bustion maximale et un t emps 
d’initiation minimale), et une pression dégagée maximale. Etonnamment, le système Al-
CuO est le moins énergétique, avec une chaleur de réaction mesurée (ΔHexp) la moi ns 
élevée malgré l ’une d es pl us f ortes va leurs t héoriques. La r éactivité es t tout de  m ême 
élevée, avec des vitesses de combustion et une pression maximale à peine plus faibles que 
celles obt enues ave c Bi2O3. C ependant, l es a uteurs not ent que  pour  un pourcentage de  
TMD s upérieur ( 50 %), l a pr ession m aximale e st s upérieure à  t outes l es aut res 
nanothermites, atteignant 41,7 MPa. Enfin Al-MoO3 possède une densité énergétique très 
élevée, av ec 1 900 J.g-1 de ch aleur l ibérée pa r l a r éaction, mais pos sède l a vi tesse de  
combustion l a pl us f aible de s na nothermites à  ba se d’ oxyde m étallique. La dur ée 
d’initiation est également la plus élevée, et le dégagement de pression la plus faible.

Les di fférences obs ervées pour  c es t rois de rnières na nothermites à  b ase d’ oxyde 
métallique pe uvent s ’expliquer pa r l es caractéristiques ph ysico-chimiques e n t ermes d e 
température de changement d’état et de degré d’oxydation des oxydes utilisés. En effet, le 
bismuth possède une température de fusion et d’ébullition particulièrement faible (533 K 
et 1 837 K  r espectivement) c omparativement a u c uivre ( 1 358 K  e t 2 843 K 
respectivement) et surtout au molybdène (2 896 K pour la température de fusion). Dans le 
cas d’ Al-CuO, l e C uO s e c onvertit da ns un pr emier t emps e n C u2O en l ibérant de  
l’oxygène r éagissant a vec l ’Al. C ’est da ns un s econd t emps, l orsque l a t empérature d e
réaction de vient s uffisamment é levée qu’ on ob serve l a v aporisation de  l ’Al e t du C u. 
C’est pourquoi à faible pourcentage de TMD, la réaction incomplète de décomposition de 
CuO en Cu2O peut entraîner moins de pression. Dans le cas d’Al-Bi2O3 et d’Al-MoO3, la 
pression e st générée pa r l a v aporisation d e M oO3 et l a d écomposition de  Bi2O3 en 
bismuth et ox ygène. Les t empératures él evées de ch angement d e pha se du molybdène 
expliquent donc la faible pression dégagée, car le molybdène est absent de la phase gaz, 
au c ontraire du bi smuth qui  s e v aporise e t s e d écompose t rès f acilement, e xpliquant l e 
haut taux de transformation énergétique (ΔHexp à 73 % de la valeur théorique).

Ces t ravaux m ontrent q ue l e c hoix de  l ’oxyde e st pr imordial s ur l es différentes 
caractéristiques t hermiques de s na nothermites, et j oue not amment s ur l e dé gagement 
d’espèces en phase gaz et donc la pression générée, mais également sur la réactivité.
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1.5.3. Influence de la stœchiométrie

Nous avons défini dans les généralités (section 1.1) la notion de stœchiométrie et de 
rapport m assique. C e p aramètre p eut ai sément êt re aj usté d e façon à m aîtriser l es 
propriétés thermiques. Ainsi, dans un environnement neutre, i.e. sans oxygène, la réaction 
entre l’oxyde et l’Al est théoriquement complète et l’enthalpie de réaction maximale pour 
un rapport massique stœchiométrique (Ø = 1) (cf. colonne 2 du Tableau 1).

Sous ai r, le com portement r éactionnel es t di fférent. En effet, les p erformances 
optimales sont obtenues pour des mélanges avec excès d’Al (Ø souvent compris entre 1,2 
et 1,4), même si classiquement de nombreuses équipes se placent à la stœchiométrie (Ø = 
1) dans leur étude. L’équipe de Dutro, en 2009, a étudié l’effet du rapport massique sur le 
comportement e n c ombustion de  na nothermites à  pa rtir de  na noparticules d’ Al e t de  
MoO3 (Dutro et al., 2009). Les auteurs ont identifié trois régimes de combustion suivant 
la proportion d’Al :

• Une vitesse de propagation de flamme très rapide entre 10 à 65 % d’Al.
• Une propagation plus variable qui s’accélère autour de 70 %.
• Une combustion très lente entre 75 et 85 %.

Des é tudes s imilaires on t é té menées pa r d’ autres équipes s ur le  s ystème A l-Fe2O3

(Park et al ., 2010). Ces quelques études expérimentales illustrent l’ influence importante 
de l a proportion relative d’Al e t d’oxygène, not amment sur l es r éactions i ntermédiaires 
entre les espèces Al et oxyde métallique, mais les connaissances scientifiques sont encore 
insuffisantes pour prédire quantitativement les chemins réactionnels et les composés issus 
des réactions (AlOx, MOx, AlMOx).

1.5.4. Influence de l’organisation des nanoparticules et de leur intimité

De nom breuses hé térogénéités p euvent ex ister da ns l es poudr es et  i nfluencer l es 
paramètres énergétiques finaux. Sun et al. se sont intéressés à l’impact de l’hétérogénéité 
des t ailles de  na noparticules d’ Al s ur le s p ropriétés the rmiques et ont  montré qu’une 
distribution e n t aille pl us g rande de s na noparticules pe ut i mpliquer une  ba isse de  l a 
température d’initiation de 40°C (Sun et al., 2006a). D’autres travaux ont montré que la 
présence d’impuretés induites par la synthèse de nanothermites Al-WO3 par synthèse sol-
gel e ntrainait une  di minution de s vi tesses de  c ombustion l orsque l a poudr e é tait t rès 
compacte (Prentice et al., 2006). Ces travaux illustrent l’impact de l’homogénéité sur les 
performances énergétiques, positif si ajout d’impuretés comme des dérivés carbonés qui 
contribuent à  l a réaction, ou né gatif à cause pa r exemple de  l ’écrantage des r éactifs, et 
insistent d onc s ur la né cessité d e ma îtriser l’ organisation et le  mé lange des 
nanoparticules. Afin de résoudre les problèmes d’homogénéité induits par le mélange de 
nanoparticules pa r ul trasons, que lques s olutions ont  é té e xplorées, vi sant à favoriser 
l’assemblage des particules Al et oxydes métalliques entre elles et défavoriser l’attraction 
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des particules Al-Al et oxyde-oxyde. On notera trois approches originales publiées ayant 
abouti à de s r ésultats c onfirmant l ’importance de l ’organisation de s pa rticules da ns l e 
mélange :

1. Par modification de la charge de surface. 
2. Par utilisation de feuilles de graphène.
3. Par brin d’ADN.

Modification de la charge de surface

Kim et al . ont ut ilisé l a f orce él ectrostatique pour  f avoriser l ’assemblage de s 
nanoparticules métal-oxyde et défavoriser l es interactions métal-métal et  oxydes-oxydes 
en chargeant l es na noparticules en aérosol (Kim a nd Z achariah, 2004) . Le s chéma de  
principe est présenté en Figure 5.

Figure 5 : Schéma représentant le dispositif de fonctionnalisation de nanoparticules d’Al et de Fe2O3

par charge électrostatique en aérosol (Kim and Zachariah, 2004).

Ils ont comparé la chaleur de réaction dégagée par un composite Al-Fe2O3 synthétisé 
à pa rtir d’ aérosols de  na noparticules d’ Al et  de  F e2O3 chargées ( assemblage 
électrostatique) ou non (assemblage brownien aléatoire) et ont obtenu une amélioration de 
la cha leur de  réaction mesurée pa r DSC (voir section 1.1)  de  0,7 kJ.g-1 à 1, 8 kJ.g-1. De 
plus, l’intensité lumineuse bien supérieure dégagée lors de l’initiation par éclair électrique 
du c omposite a uto-assemblé ( Figure 6) conf irme l e ga in apporté p ar c ette m éthode de  
structuration.
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Figure 6 : M orphologie de  nanocomposites A l-Fe2O3 et p hotographies de  l eur i nitiation t hermique 
produits par assemblage brownien aléatoire (a et b) et auto-assemblage électrostatique (c et d) (Kim and
Zachariah, 2004).

Suivant l a m ême i dée d’ assemblage di rigé pa r forces él ectrostatiques, Malchi et al .
ont f onctionnalisé l a s urface de s na noparticules Al e t C uO a vec d es l igands de  c harge 
opposée, C OOH(CH2)10NMe3

+ pour A l e t S H(CH2)10COO- pour C uO. (Malchi et al .,
2009). O n pe ut not er pa r a illeurs que  c ette t echnique d’ auto-assemblage f ut éga lement 
appliquée a vec s uccès pour  l ’auto-organisation de s ystèmes n anoparticulaires bi naires 
Ag-Au (Kalsin et al., 2006), suggérant l’universalité de la méthode utilisée. Ils ont alors 
obtenu une vitesse de combustion de 285 m.s-1 (avec 17 % d’erreur). De plus, l’initiation 
d’un na nocomposite i ssu de  l ’assemblage d e n anoparticules fonctionnalisées a vec de s 
ligands n eutres, non  c hargés, de  l ongueur équivalente n’ a pa s été pos sible, dé montrant 
l’efficacité de  l a m éthode d’ auto-assemblage e t le  r ôle inhi biteur né gatif du ligand 
organique qui induit une dilution du matériau énergétique du fait de sa présence. 

D’autres t ravaux de  S hende et al . illustrent la pos sibilité d’ auto-assemblage de  
nanoparticules par fonctionnalisation de nano-bâtonnets ou na no-filaments de CuO avec 
le polymère Poly(4-vinylpyridine) (Shende et al., 2008). Ce polymère possède plusieurs 
sites d’accroche ayant une grande affinité avec les surfaces d’oxydes métalliques comme 
l’Al2O3. La Figure 7 montre les images TEM des nanocomposites obtenus. Les auteurs 
précisent a voir obt enu de bi en m eilleures vi tesses de  c ombustions pou r l es s tructures 
auto-assemblées ( 2 400 m.s-1 pour l es na nocomposites A l-CuO e n na no-bâtonnets a uto-
assemblés pour 1 650 m.s-1 pour les mêmes nanocomposites non-auto-assemblés).
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Figure 7 : Images TEM de nanoparticules d’Al (A), de nanoparticules d’Al auto-assemblées autour de 
nano-bâtonnets de CuO (B) et d’un nanocomposite montrant la continuité de la structure (C) (Shende et al.,
2008).

Utilisation de feuille de graphène

Une appr oche nov atrice en matière d ’assemblage d e nanoparticules, récemment
présentée pa r T hiruvengadathan et al . (Thiruvengadathan et al ., 2 014), pr opose 
l’utilisation de feuilles de graphène oxydé. Connues pour leurs propriétés optiques et de 
transfert t hermique, les f euilles de  graphène o nt i ci un rôle d e m atrice s ur l aquelle 
viennent se greffer les nanoparticules d’Al et de Bi2O3. En effet, les feuilles de graphène 
au pot entiel Zeta5 négatif da ns l es con ditions ex périmentales dé crites pa r les aut eurs ( -
58,57 m V), e t l es na noparticules d’ Al e t d e Bi2O3 au pot entiel Zeta fortement pos itif 
(+70,14 mV et +39,71 mV respectivement) s’attirent électrostatiquement les uns vers les 
autres. Les auteurs ont montré qu’un greffage fort et covalent s’opère entre les fonctions 
hydroxyles de  l a na noparticule d’ Al e t l es g roupes h ydroxyles ou c arboxyliques du  
graphène, t andis qu e l es f orces s ’établissant ent re l e Bi2O3 et l e graphène ét aient pl us 
faibles (van der Waals et électrostatique longue portée). D’un point de vue énergétique, la 
structuration par f euille de  g raphène a pe rmis un abaissement de  l a t empérature 
d’initiation de 50 °C et une augmentation de la chaleur de réaction de quasiment 100 % 
comparé à  un m élange ph ysique c lassique de  na noparticules d’ Al e t de  B i2O3. Ces 
travaux s emblent m ontrer que  l e graphène pa rticipe en tant que  com bustible g râce à  
l’apport de  carbone que  l ’on connait comme bon réducteur. Cette méthode nova trice e t 
prometteuse es t cepe ndant l imitée pa r l e f ait que  l e pos itionnement de s na noparticules 
n’est pa s as suré s uivant leur na ture, mais s eulement al éatoirement s ur un e s tructure de  
graphène. 

5 Le potentiel Zeta décrit la différence de potentiel entre la surface d’une particule et le solvant dans 
laquelle el le est d ispersée. I l permet d ’évaluer la stabilité d’une solution colloïdale et  les changements de 
chimie de surface. Cette notion sera détaillée plus tard.
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Par brins d’ADN

Le LAAS a proposé en 2010 d’ exploiter les propriétés de reconnaissance de l’ADN 
pour diriger l’assemblage de nanoparticules d’Al et CuO. Une étude préliminaire a permis 
de dé montrer l a f aisabilité de  ce nou veau concept d’ assemblage de  na noparticules pa r 
ADN (Séverac et al ., 2012). Ce concept innovant consiste à  fonctionnaliser séparément 
les nanoparticules d’Al et de CuO avec des brins d’ADN complémentaires, avant de les 
mélanger. Les brins d’ADN complémentaires se reconnaissent et s’hybrident en formant 
la célèbre s tructure en double-hélice. L’hybridation dirige l’assemblage, favorisant ainsi 
le placement des particules métalliques et d’oxydes métalliques. La Figure 8 montre un  
composite obt enu pa r a uto-assemblage de  n anoparticules d’ Al et  de  C uO. Ce t ravail 
publié e n 2012 a pe rmis de  not er, d ans c ertaines c onditions, une  amélioration de s 
performances sur l ’assemblage di rigé par ADN par rapport à l a même thermite obtenue 
par mélange de poudre de même taille, notamment par une augmentation de la chaleur de 
réaction de 200 J.g-1 à 1 500 J.g-1 prouvant l’intérêt de diriger l’assemblage des particules. 
Outre c es r ésultats pr ometteurs, ce tr avail a  s urtout mis  e n évidence la  di fficulté d e 
contrôler l es i nteractions s pécifiques ADN-ADN e t d ’attribuer clairement le s 
améliorations à la seule contribution de l’ADN dans l’organisation des particules.

Figure 8 : Image MEB d'un nanocomposite obtenu à partir de  l 'auto-assemblage de  nanoparticules 
d’Al et de CuO par ADN (Séverac et al., 2012).

L’état de l ’art des quelques travaux récents américains et  du  LAAS sur les diverses 
méthodes d’auto-assemblage ont clairement illustré l’intérêt d’améliorer l’organisation de 
la m atière pour  con trôler l es r éactions aux  i nterfaces, mais ont  aus si poi nté l es l acunes 
pour une exploitation de ces solutions dans la synthèse de matériaux pour des applications 
réelles. En e ffet, l es qu elques e fforts s ont r estés au stade d e l ’étude p réliminaire d e 
laboratoire s ans r éelle a nalyse s cientifique et  s ans va lorisation de ces  t echniques pour  
synthétiser des nanothermites fonctionnelles et adaptées aux applications. Par exemple, la 
compatibilité des méthodes d’assemblages avec les technologies de report n’a jamais été 
abordée. 
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1.6. Synthèse et objectif de recherche

Après de ux dé cennies de  t ravaux nom breux a ux U SA e t e n E urope sur l es 
nanothermites, nous  r etiendrons que , de  f açon générale, l a r éduction de  l a t aille de s 
constituants grâce aux nanotechnologies a permis une amélioration très nette des vitesses 
de combustion et un abaissement de la température et des temps d’initiation. Ce bénéfice 
n’existe pl us l orsque l e diamètre de s na noparticules d’ Al de vient i nférieur à  50 nm  à  
cause de la contribution de la couche d’alumine. Nous retiendrons les points suivants :

1. La di mension caractéristique de s pa rticules ut ilisées da ns ces matériaux 
énergétiques se s itue en tre 80 et 120 nm . C omme l ’ont dé montré de nom breuses 
études, l’intérêt de la réduction des dimensions disparait lorsque les diamètres de l’Al 
et de l’oxyde deviennent inférieurs à 50 nm à cause de la trop forte proportion d’Al2O3

passivant le  mé tal e t p énalisant la  r éaction en limita nt le  tr ansfert de  l’ oxygène. 
Expérimentalement, la vi tesse de propagation de  f lamme apparaît indépendante de la 
taille de la nanoparticule en dessous de 100 nm de diamètre (Bockmon et al., 2005),
tandis que le temps d’initiation est indépendant de la taille de la nanoparticule sous 120 
nm (Granier and Pantoya, 2004). Ainsi, réduire les dimensions des particules n’apporte 
pas d’amélioration notable sur la réactivité. 

2. Le choix de l’oxyde est très important et surtout fonction de l’effet désiré :
génération de gaz, gamme de t empérature, etc… S uivant l a na ture d e l ’oxyde, l es 
températures de  r éaction et  l es es pèces d égagées s ont t rès v ariables ( cf. Tableau 1). 
C’est un des at outs de  cette c atégorie d e m atériaux, leur ouvr ant de s perspectives 
nombreuses d’applications dans des domaines très variées comme la soudure (Bahrami 
Motlagh e t a l., 2012) , l’armement p yrotechnique s écurisé (Taton, 2013 ), la mic ro-
propulsion à forte ou f aible pression (Apperson et al., 2009;  Rodríguez et al., 2009).
Cependant, a ujourd’hui l es c himies de  dé compositions de s na nothermites s ont pe u 
connues et des progrès sont très attendus pour la diffusion de ces matériaux dans 
les applications. Les données théoriques en termes de chaleur de réaction et espèces 
générées, sont basées sur des calculs thermodynamiques à l’équilibre très éloignés des 
conditions e xpérimentales r encontrées, où l es c inétiques de  r éactions hor s é quilibre 
sont t rès rapides. Il est donc impossible à  ce jour de quantifier les effets précis de la 
composition de la nanothermite, de la taille et arrangement des nanoparticules sur les 
performances de la réaction mais les quelques études expérimentales préliminaires ont 
abouti à  que lques c onclusions qua litatives. A insi, pa r e xemple, s i l ’objectif e st de  
produire de la pression, les oxydes métalliques à faible température de fusion comme 
I2O3 et Bi2O3 sont préférés, grâce à la vaporisation d’espèces métalliques générées par 
la r éaction. Dans not re é tude, nous c hoisirons l ’oxyde de  c uivre qui  pos sède 
l’avantage d’avoir une des plus fortes enthalpies de réaction avec l’Al, disponible 
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dans l e com merce à l’état n anoparticulaire, et  p arce q u’il exi ste u n n ombre 
important de travaux sur ce couple nanothermique.

3. Tout c omme l e c hoix de l ’oxyde, l a f açon d ont s ont or ganisées l es 
nanoparticules ent re el les i mpacte t rès f ortement l es pr opriétés éne rgétiques et  
réactionnelles du matériau. La réaction entre A l et  ox yde ayant l ieu aux i nterfaces, 
l’arrangement entre l es particules d’ Al et  d ’oxydes i mpacte di rectement l es s urfaces 
spécifiques en contact a près m élange, et donc  l a r éactivité. Ce poi nt es t cl airement 
illustré dans les travaux expérimentaux récents qui explorent des ligands chimiques ou 
biologiques pour favoriser les interactions Al-oxydes au détriment des interactions Al-
Al ou oxyde-oxyde. Aujourd’hui la maitrise de l’organisation et de la structuration des 
nanoparticules r este un enjeu t echnologique majeur, constituant l e cœur de  mon 
sujet de recherche, pour aboutir à des nanothermites optimisées et aux propriétés 
finement contrôlées e t ad aptables à l ’application vi sée. Nous a vons pr ésenté l a 
proposition de  l ’équipe d’ explorer l ’ADN po ur f avoriser l ’assemblage e ntre l es 
nanoparticules. L’ADN, out re d es pr opriétés d e r econnaissance m oléculaire bi en 
connues offre aussi une flexibilité dans l’organisation de l’assemblage réglable par la 
longueur du br in d ’ADN, l e c hoix de  s a s équence, e t aussi pa r l ’ajout pos sible de  
fonctions bi ologiques ou c himiques va riées. Ce choi x a ég alement ét é m otivé pa r 
l’essor de s na notechnologies A DN d’ une m anière générale, offrant un e r iche b ase 
d’outils mol éculaires, ouvrant la  pe rspective d’ assemblages mul tiples e t c omplexes 
contrôlés à l ’échelle na nométrique. Ma thèse s e construira en con tinuité ave c l es 
premiers travaux menés au LAAS avec comme objectif ultime de développer une 
technologie d ’auto-assemblage d e n anoparticules d ’Al et  C uO car actérisée, 
contrôlée et reproductible, permettant la conception et la synthèse d’une nouvelle 
génération d e thermites, ap pelées n anobiocomposites, aux p erformances 
énergétiques améliorées et surtout f inement contrôlables. Le défi de ce t ravail est 
essentiellement l ié à  la t ransposition de l ’ADN hors de son contexte biologique pour  
en f aire un out il t echnologique, i nterfaçant m atière m inérale e t or ganique, t out e n 
gardant l a c ompatibilité, à  t erme, a vec l es pr océdés m icroélectroniques, demandeurs 
d’une reproductibilité rigoureuse.

Avant de  détailler les ob jectifs scientifiques e t technologiques précis de  la  thèse en 
dernière pa rtie, une deuxième pa rtie illu stre le s pouvoi rs d e l’ADN po ur s tructurer l a 
matière en assemblages tridimensionnels ordonnés à complexité variable.
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2. L’ADN, brique technologique de structuration de la matière 

Depuis 20 ans, l’Acide Désoxyribose Nucléique, ou plus communément appelé ADN, 
est apparu comme un outil technologique à part entière à l’échelle nanométrique, grâce à 
ses propriétés de reconnaissance moléculaire. Puces de détection à ADN, livraison ciblée 
de m édicaments, s tructuration de  na noparticules, or igamis, s tockage d’ information, 
l’ADN e st d evenu le centre de  l ’attention d’une grande com munauté d e s cientifiques 
grâce à s es pr opriétés de r econnaissance m oléculaire à l ’échelle n anométrique et  a u 
développement de  t echniques de  s ynthèse f iables e t pe u c hères. N ous pr oposons donc  
dans cette partie de rappeler brièvement l’histoire et la structure de l’ADN, de définir les 
nanotechnologies A DN, d’ en p résenter qu elques e xemples, pui s de  développer l es 
techniques sur l’auto-assemblage de nanoparticules grâce à l’ADN.

2.1. Quelques notions historiques sur l’ADN

C’est e n 1869 qu e l e bi ologiste Friedriech M ischer i sole pour  l a pr emière f ois un e 
substance riche en phosphore issue du noyau de cellules, dont il identifie rapidement son 
rôle pr épondérant da ns l a s tructuration du vi vant. U n s iècle de  r echerche pl us t ard, l a 
structure en double hé lice d e l ’ADN est pr écisément dé crite après l a publication par 
James Watson et Francis Crick dans la revue Nature en 1953. A l’image du binaire pour 
l’informatique, l’ADN code l’ensemble des informations liées au monde vivant. La force 
de l’ADN tient dans le s tockage double de l’information à travers l’association de deux 
brins c omplémentaires, a utorisant une  t ransmission s emi-conservative de  l ’information 
génétique lors de la division cellulaire avec un taux d’erreur minimal. Ces brins sont une 
association de qua tre ba ses él émentaires, organisées en gènes, eux-mêmes or ganisés en  
chromosomes. A fin d e donner un or dre d e grandeur, on c ompte c hez l ’être hum ain 
3,4 milliards de paires de bases dans l’ensemble du génome, pour environ 26 000 gènes 
organisés e n 23 p aires de c hromosomes. A  t itre de  c omparaison, l ’un des pl us pe tits 
génomes connus, l e vi rus de  la grippe, contient 13 000 bases, e t l e plus grand génome,
possédé pa r l ’amibe Polychaos dubi um, un  e ucaryote m icroscopique, c ontient 
675 milliards de bases.

Cette conna issance du  r ôle du génome dans l a s tructuration du vi vant a boul eversé 
l’approche de  l a m édecine et  de  l a bi ologie à l ’aube du XXIème siècle. Les t hérapies 
géniques, le c lonage, l’agriculture, l’utilisation de l’ ADN pa r la  pol ice s cientifique ou  
plus récemment pour l’anthropologie et la recherche sur l’évolution des espèces au cours 
des millénaires sont autant d’exemples non-exhaustifs démontrant l e rôle pr imordial de  
l’ADN dans la recherche aujourd’hui. Cet intérêt s’est couplé à un développement intense 
des techniques liées à l’extraction et la purification de l’ADN telles que la PCR (Réaction 
en Chaîne par Polymérase), et donc à l’analyse du génome, et enfin à la synthèse d’ADN. 
De nos  jours, i l est possible de  synthétiser avec précision une séquence d’ADN de  200 
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bases à m oindre coût, avec la possibilité de modifier la séquence par ajout d’une grande 
variété de  f onctions c himiques ( groupes f onctionnels, c haînes c arbonés, f onctions 
fluorescentes, pr otéines…), r endant cet out il di sponible pour  un g rand nom bre 
d’applications. 

2.2. Structure chimique de l’ADN

L’ADN est un polymère constitué par la répétition aléatoire de briques élémentaires, 
les nucléotides. U n nuc léotide e st c omposé d’un g roupe phos phate, r elié à  un gr oupe 
désoxyribose (ou sucre), lui-même relié à une base nucléique. On dénombre quatre bases 
nucléiques principales : l’Adénine, la Thymine, la Cytosine et la Guanine. L’association, 
ou l a pol ymérisation, de s nuc léotides s e f ait pa r é tablissement d’ une l iaison c ovalente 
entre l e groupe phos phate e t l e groupe s ucre. O n appelle l e r ésultat de  c ette 
polymérisation un polynucléotide. O n pa rle é galement d’ oligonucléotides l orsque l e 
nombre de bases considéré est peu important, i.e. compris entre 5 et 50 bases. La structure 
d’un segment d’ADN et des quatre bases nucléiques est donnée en Figure 9.

Figure 9 : F ragment d’ ADN c omposé de  quat re nuc léotides, e ux-mêmes constitués d’un gr oupe 
phosphate, d’un groupe désoxyribose, et d’une base nucléique. Les quatre différentes bases nucléiques sont 
présentées dans ce fragment : Adénine (A), Thymidine (T), Guanine (G), Cytosine (C).

La force d e l ’ADN réside da ns l a com plémentarité de  s es ba ses, plus pr écisément 
entre les bases A et T d’une part et les bases C et G d’autre part. Cette complémentarité 
est pos sible gr âce à  le ur s tructure c himique permettant l’ établissement d e lia isons 
hydrogène. On dénombre ainsi 2 l iaisons hydrogène entre les bases A et T et 3 l iaisons 
entre les bases C et G, comme le montre le schéma en Figure 10.
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Figure 10 : Complémentarités par liaison hydrogène des bases A et T et des bases C et G.

Dans l es c onditions e nvironnementales adéquates ( pH, c oncentration s aline, 
température), 2 polynucléotides com plémentaires s ’associent s pontanément p ar 
l’appariement des bases complémentaires, formant la célèbre structure en double hélice. 
Cette structure est stable dans les conditions physiologiques malgré l’absence de liaisons 
covalentes grâce à la double action des liaisons hydrogènes et de l’empilement des cycles 
désoxyriboses. Cependant, les liaisons H restent une liaison faible, et un apport d’énergie 
telle qu’une élévation de la température peut amener la structure à rompre. On parle alors 
de température de fusion de l’ADN, notée Tm. De même, en milieu peu salin, ou e n pH 
acide ou basique, les liaisons h ydrogènes pe uvent r ompre et  am ener à une  « dé-
hybridation » de l’ADN, voire à une dégradation et une rupture des monobrins.

2.3. Les nanotechnologies ADN

La pui ssance de  l ’ADN t ient da ns l a spécificité chi mique i négalable de  l a 
complémentarité des polynucléotides. Cette force a permis la complexification du vi vant 
au cours des millénaires grâce à un e transmission robuste de l’information d’une unité à 
l’autre. Or aujourd’hui, avec le développement des techniques de synthèse et l’avancée de 
la c ompréhension de s mécanismes bi ologiques, l ’ADN de vient un out il t echnologique 
puissant ouvr ant une  n ouvelle pa ge de  l a t echnologie : les n anotechnologies A DN.
Cependant, s a s tructure s table da ns un e nvironnement s pécifique dé finit un c ertain 
nombre de  l imites a ux na notechnologies A DN, que  nous  a llons dé velopper da ns l a 
prochaine section.

Les na notechnologies A DN r egroupent d e nom breux dom aines s cientifiques, de  l a 
chimie biomoléculaire à l’ingénierie de l’électronique. La terminologie désigne de façon 
générale l a conc eption et  l a f abrication d’acides nuc léiques a rtificiels à vi sée 
technologique. Au-delà de cet te dé finition, les n anotechnologies A DN c oncernent aussi 
bien le développement de structures en deux ou t rois dimensions, de nanorobots porteurs 
de médicament, ou e ncore la conception d’ordinateurs dont la logique est assurée par la 
réaction e ntre br ins d’ ADN. P lusieurs e xemples d’applications s ont dé taillés da ns l a 
section suivante.

C’est au début des années 1980 que  le concept de « nanotechnologie ADN » a vu le 
jour, a vec l es t ravaux de N adrian S eeman s ur l ’étude de  j onctions d e br ins d’ ADN 
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permettant l’ élaboration de ma illes pé riodiques e n de ux ou t rois di mensions (Seeman, 
1982). Depuis ces t ravaux pi onniers, ce do maine de  recherche s ’est i ntensément 
développé à pa rtir de s a nnées 2000,  c omme l e m ontre l ’explosion du nom bre de  
publications sur le sujet, multiplié par 70 entre 1998 et 2015, présenté en Figure 11.

Figure 11 : Evolution du nombre de publications scientifiques (graphique de gauche) et du nombre de
citations (graphique de droite) dont le sujet traite les nanotechnologies ADN (Web of Science, consultation 
Septembre 2016).

Les nanotechnologies ADN peuvent se diviser en deux catégories :

• Les n anotechnologies structurantes à base d ’ADN, e nglobant l a s ynthèse 
de ma illes pé riodiques, de s tructures tr idimensionnelles a ppelées or igamis6,
ou comme élément structurant de matériaux biologiques (protéines, fonctions 
chimiques, …)  ou ph ysiques ( nanoparticules m étalliques, qua ntum dot s, …) 
hétérogènes en nature des oligonucléotides.

• Les nanotechnologies à base d’ADN dynamiques, englobant la conception 
de na norobots c apables de  pr endre e t dé livrer un  obj et (médicament, 
protéine), de brins d’ADN « marcheurs » capables de se déplacer le long d’un 
rail d’ADN, ou encore le déplacement en cascade de brins d’ADN à la base de 
portes logiques pour l’élaboration de calculateurs biologiques.

2.4. Les applications des nanotechnologies ADN

2.4.1. Les applications biomédicales

L’un des premiers domaines d’applications possibles des nanotechnologies ADN est 
l’univers bi omédical. Q ue c e s oit pour  l ’imagerie, l a dé tection bi omoléculaire, ou l es 
nano-robots livreurs de médicaments, l’ADN peut jouer un r ôle clé technologique. Dans 

6 Un o rigami es t une s tructure formée à  p artir d e b rins d ’ADN. S uivant la s équence utilisée, i l est 
possible de créer des figures géométriques complexes en 2D ou 3D comme des boîtes.
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le domaine de l’imagerie, Joseph Wang a par exemple mis au point un nano-robot capable 
de détecter une cellule contenant une séquence d’ADN spécifique (Esteban-Fernández de 
Ávila et al., 2015). L’idée est de transporter un monobrin d’ADN fonctionnalisé avec un 
fluorophore d ans une  c ellule e n ut ilisant un na nofil d’ or r ecouvert d’ une f euille de  
graphène c omme t ransporteur. S ur l e n anofil, l e f luorophore e st dé sactivé à  c ause du 
graphène q ui j oue l e r ôle d’ extincteur du f luorophore. U ne f ois da ns l a c ellule, l e 
monobrin d’ ADN pe ut s ’hybrider s ur l a s équence c ible e t qui tte l e na nofil d’ or. Le 
fluorophore redevient actif, permettant d’identifier la cellule en question par fluorescence. 
Le schéma de pr incipe est présenté en Figure 12 ci-dessous. Leur méthode de détection 
rapide ( 2-3 min) le ur permet d’ identifier un  micro-ARN, un  br in n ucléique d e 22 
nucléotides r esponsable de l ’extinction de c ertains gè nes d ans l es ce llules euc aryotes, 
pouvant intervenir dans les tumeurs.

Figure 12 : D étection d’ un m icro-ARN pr ésent e n m ilieu c ellulaire par  ut ilisation d’ un nanor obot 
composé d’ un m onobrin d’ADN f luorescent t ransporté par  un n anofil d’or. L ’emploi d’ ultrasons (US) 
permet une pénétration rapide du monobrin dans la cellule (Esteban-Fernández de Ávila et al., 2015).

Au-delà de l’imagerie, une grande communauté scientifique s’intéresse au design de 
structures c omplexes d’ origamis pouva nt e ncapsuler une  s ubstance d estinée à  ê tre 
délivrée en milieu cellulaire. On peut citer à titre d’exemple la délivrance de médicaments 
anti-cancer comme l a doxorubicine di rectement da ns l a cellule vi a une  s tructure 
entièrement bi ocompatible ca r à  ba se d ’ADN (Jiang et al ., 2012;  Zhang et al ., 2014) .
Récemment, une  c ollaboration e ntre de ux é quipes i ndienne et f rançaise a éga lement 
abouti au développement de deux nanorobots à base d’ADN capables de cartographier les 
changements de pH au sein d’une cellule (Modi et al., 2013). Ces exemples montrent que 
ce domaine de recherche est très actif et diversifié avec des pistes de développement pour 
la médecine. 

2.4.2. L’algorithmique

Une pa rtie d e l a c ommunauté s ’intéresse à  d évelopper d es nouve aux a lgorithmes 
s’appuyant sur le principe d’hybridation/dé-hybridation de l ’ADN et du dé placement de 
monobrins d’ ADN a u s ein d’ un c ircuit c onstitué de  br ins d’ ADN i nterconnectés pou r 
réaliser de s c alculs. La Figure 13 présente quelques e xemples d’ organisation de  
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monobrins d’ ADN. Faisant f ace à  d es ve rrous t echnologiques l ourds é vidents, les 
développements s ont à l’heure a ctuelle e ncore théoriques, bi en que  l a pos sibilité de  
réaliser des calculs « simples » tels que la soustraction et la division (Zhang et al., 2009)
ou pl us c omplexes c omme l ’exponentiel ou l e logarithme (Song et al ., 2016) ont ét é 
démontrés.

Figure 13 : E xemple d' arrangements de  m onobrins d' ADN e n c ircuit l ogique pe rmettant l e c alcul 
arithmétique (Zhang et al., 2009).

Plus pr oche de  l ’expérience, on pe ut c iter l a c réation d’ assemblages d’origamis 
d’ADN d ans l esquels sont i ncorporées d es f onctions l ogiques, t elles que  « OR », 
« AND » ou « NOR », toujours développés de façon théorique (Boemo et al., 2015, 2016)
mais aus si ex périmentale (Amir et al ., 2014;  Douglas et al ., 2012;  Lund et al ., 2010)
permettant une complexification et une autonomie de l’assemblage dans un milieu donné, 
comme à la bordure d’une cellule suivant l’information qu’elle contient (Douglas et al.,
2012), ou sur l’interaction entre plusieurs origamis transportant des principes actifs (Amir 
et al., 2014). La recherche sur l’utilisation de l’ADN comme support de calcul ou comme 
implémentation d’un langage log ique e n est à s on commencement et p araît tr ès 
prometteur pour l’informatique comme pour la médecine.

2.4.3. La micro-électronique

L’approche « bottom-up » de l ’auto-assemblage par A DN p ermet un e s tructuration 
nanométrique d e s urface pr écise et pr ogrammable, propriétés particulièrement 
recherchées pour  la  réalisation de c ircuits imprimés ou de s ystèmes logiques (Le et al .,
2004; Seelig et al., 2006). Le nanopatterning de surfaces par des origamis d’ADN a ainsi 
vu un important développement au cours des dernières années et a permis un abaissement 
d’échelles d ans l a r éalisation de t ransistors que  ne  pe rmettent pa s les t echniques 
classiques de photolithographie. Par exemple, Diane et al. ont développé une lithographie 
à base d’origami d’ADN pour structurer une surface de SiO2 sur des échelles de l’ordre 
de 10 nm  (Diagne et al ., 2016) . L’idée, schématisée en Figure 14, e st de  r eporter un 
origami d’ADN sur une  surface de  S iO2, de  graver l a surface pui s d e r etirer l ’origami. 
L’origami j oue i ci l e r ôle d’ une r ésine d e phot olithographie classique négative, mais 
possédant une résolution cent fois supérieure (si on considère une résine de résolution de 
l’ordre du micromètre). 
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Figure 14 : Schéma de l’origami utilisé dans les travaux de (Diagne et al., 2016) pour la structuration 
nanométrique d’une surface SiO2 par procédé nanolithographique.

On parle aussi de transistors à un électron, transistors à base de nanotubes de carbone 
(Dwyer et al., 2004; Maune et al., 2010), ou encore de systèmes plasmoniques. On trouve 
également de s a pplications pour  l ’immobilisation de  na noparticules s ur s urface 
permettant la  r éalisation de circuits opt oélectroniques (Lalander et al ., 2010) , ou  l a 
réalisation de nanofils conducteurs à base d’ADN hybridés avec des ions Argent (Toomey 
et al., 2016). Les connections à l’échelle nanométrique sont également en développement, 
par report de filaments d’ADN sur surface qui sont par la suite métallisés par du cuivre, 
obtenant des filaments de 5 nm d’épaisseur (Brun et al., 2016).

2.4.4. Le stockage digital de l’information

A l’heure d’un monde connecté et mondialisé, la quantité d’information échangée et 
stockée au gmente d e f açon considérable. Se di gitalisant m assivement de puis l e X XIème

siècle (Hilbert and López, 2011), les données générées pour raient dépasser les capacités 
de s tockage du s ilicium d’ ici 2040, pr édisent Z hirnov et al . (Zhirnov et al ., 2016) ,
nécessitant l a recherche de  nouve aux m atériaux pour  s tocker l ’information. L’ADN 
apparaît al ors comme u ne al ternative p ertinente g râce à s a ha ute capacité de  s tockage 
jusqu’à 10 6 fois pl us importante que  l es t echniques m agnétiques ou opt iques a ctuelles 
(Church et al., 2012), sa stabilité dans le temps bien supérieure aux technologies Flash à 
base de  s ilicium (Zhirnov et al ., 2016) et s a r eproductibilité pe u coûteuse grâce aux  
techniques d’amplification devenues « bon marché ». A insi, deux groupes i ndépendants 
d’Harvard U niversity (Church et al ., 2012) et du L aboratoire E uropéen de  B iologie 
Moléculaire (Goldman et al ., 2013) ont dé montré l a pos sibilité de  s tocker de s livr es, 
images et  s ons da ns l ’ADN ave c pos sibilité de  r electure s ans er reurs. Les de nsités de  
stockage s ont alors l argement am éliorées, passant de  3,1 × 109 bits.mm-3 pour un 
classique di sque dur  à 5 ,5 × 1015 bits.mm-3 par un s tockage biologique (Church et al .,
2012).

Or, la f aiblesse de  l a n anotechnologie ADN t ient dans s a r elative f ragilité f ace aux 
agressions chimiques ex térieure. Par exemple, on peut éva luer l e nombre de  dommages 
(principalement liés à l’hydrolyse en milieux aqueux) survenant dans l’ADN d’une seule 
cellule hum aine à  10 4-105 par j our (Schärer, 20 03). C ependant, i l e xiste de  nom breux 
outils biologiques d’autocorrection disponibles dans le monde vivant listés par Zhirnov et 
al. (Zhirnov et al ., 2016) , a insi que  l a pos sibilité de  t ravailler da ns un e nvironnement 
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favorable pe rmettant de  ga gner e ncore d avantage de  t emps d ans l a conservation de  
l’information, comme en témoigne le séquençage d’un homme de Néendarthaal vieux de 
50 000 ans préservé dans le permafrost à -4 °C (Prüfer et al., 2014). Grass et al. ont mis à 
profit ces techniques pour réaliser le codage d’un texte de 83 kB  en 4991 brins d’ADN 
(Grass et al., 2015), et étudier la conservation de l’information suivant différents modes 
de stockage. La combinaison entre la mise en place d’un codon d’ADN auto-correcteur 
inspiré du c ode d’autocorrection de Reed-Salomon avec l ’encapsulation de l ’ADN dans 
une bi lle d’ oxyde de  silicium a  a lors pe rmis a ux a uteurs d’ estimer un t emps de  
conservation s ans e rreurs de  2 m illions d’ années s i s tocké da ns l es c onditions du  
permafrost. 

Densité de  s tockage, t emps de  r étention, di mensions na nométriques s ont a utant 
d’avantages que  pos sède l ’ADN f ace aux  t echnologies act uelles à ba se de  s ilicium 
gourmandes en énergie et à l ’impact écologique fort, productrices de chaleur, et dont la 
performance es t dé sormais l imitée pa r l es l imites di mensionnelles de s t echniques de  
lithographie. Cependant, le développement futur des nanotechnologies ADN dépendra du 
développement des techniques de production et de lecture des brins d’ADN, et surtout de 
leur c oût (Zakeri a nd L u, 2015). Il dé pendra é galement du dé veloppement de s a utres 
applications ci tées pr écédemment t elles que  l e cal cul, la na no-lithographie, ou l a 
détection moléculaire.

Bien qu’en marge de s t ravaux pr ésentés da ns cet te t hèse, ce de rnier pa ragraphe 
illustre parfaitement la puissance de cet outil technologique qui peut largement dépasser 
son c adre bi ologique originel, et l a pot entialité a u m oins a ussi grande d e s on 
développement. L’ADN e st un out il f lexible, a daptable, e t r éparable, c e qui e n f ait un 
excellent candidat pour la structuration de la matière, dont entre autres l’organisation de 
nanoparticules, comme le démontre la section suivante.

2.5. Auto-assemblage de nanoparticules

2.5.1. Le concept

L’ADN c omme out il d’ organisation matricielle de  particules e st ut ilisé pour  la  
première f ois a u m ilieu de s a nnées 1990 pa r d eux é quipes i ndépendantes, r éalisant l es 
premiers auto-assemblages de nanoparticules d’or (Alivisatos et al., 1996; Mirkin et al .,
1996). Utilisant la chimie maîtrisée du soufre sur surface d’or (Brust et al., 1994), ils ont 
l’idée de  greffer des monobrins d’ADN fonctionnalisés en une  extrémité par un g roupe 
thiol (-SH) (Zuckermann et al., 1987) sur des nanoparticules d’or de 13 nm de diamètre. 
Mirkin greffe ainsi deux brins non-complémentaires sur les nanoparticules (Mirkin et al.,
1996), puis mélange les solutions en ajoutant un brin d’ADN complémentaire aux deux 
extrémités, appelé linker. Les nanoparticules s’agrègent, mais de façon réversible, à cause 
de l’existence de la température de fusion de l’ADN (~ 50 °C). Grâce à l ’existence de la 
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bande pl asmon de s n anoparticules d’ or7, l es c ycles d’ agrégation/désagrégation s ont 
facilement détectés à l’œil nu ou par spectroscopie UV-visible comme présenté en Figure 
15 ci-dessous. Alivisatos, de son côté, aligne les nanoparticules d’or de façon périodique 
dans une  m atrice d e monobrins d’ ADN complémentaires (Alivisatos et al ., 1996) .
Depuis, le domaine de recherche de l’assemblage de nano-objets par ADN est devenu très 
actif, représentant environ 10 % des articles publiées sur les nanotechnologies ADN sur 
les cinq dernières années (source Web of Science). Nous allons présenter brièvement dans 
le prochain paragraphe les applications liées à l’assemblage de nanoparticules par ADN.

Figure 15 : (a) Schéma de principe de l’auto-assemblage par linker de nanoparticules d’or de 13 nm 
de diamètre (figure de gauche). (b) mesure de l’absorbance à 260 nm et 700 nm de la solution colloïdale de 
nanoparticules en f onction de l a t empérature (0 °C et 8 0 ° C) e t m ise en  évi dence d e la réversibilité d e 
l’hybridation des br ins d’ ADN. ( c) P hotographie de l a s olution c olloïdale c hauffée à 80 ° C de  c ouleur 
rouge, et refroidie à 0 °C de couleur bleue (Mirkin et al., 1996).

2.5.2. Les applications des nanotechnologies ADN pour l’auto-assemblage de 
nanoparticules

La détection biomoléculaire

L’une de s pr emières ap plications mise en pratique est la  dé tection biomoléculaire 
reposant sur le principe colorimétrique. Par exemple, les nanoparticules d’or initialement 
fonctionnalisées avec des brins complémentaires peuvent être amenées à se désagréger en 
présence d ’une espèce cible, ve nant s ’hybrider a vec une  pa rtie de s br ins d’ ADN ( voir 
Figure 16) (Lee et al ., 2008;  Liu a nd Lu, 200 6). La dé sagrégation causée pa r l a d é-
hybridation des deux brins complémentaires est associée à un changement de couleur du 
bleu a u r ouge de  l a s olution colloïdale. Ce pr incipe a ét é ut ilisé pa r de nom breuses 
équipes pour  dé tecter pl usieurs espèces t elles q ue l a t hrombine (Pavlov et al ., 2004) ,
l’adénosine et la cocaïne (Liu and Lu, 2006), ou encore la cysteine (Lee et al., 2008). Les 

7 A cause de leur taille nanométrique, les métaux voient leur nuage électronique osciller en cohérence 
avec le champ électromagnétique de la lumière, induisant une bande d’absorption nommée bande plasmon. 
Or, cet te b ande es t f ortement d épendante d e l a t aille des n anoparticules : l’ or é met d ans le  r ouge s i le  
diamètre d es n anoparticules e st f aible ( < 5 0 n m), v irant v ers le  v iolet p uis b leu lo rsque le  d iamètre 
augmente (~150 nm).
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possibilités s ont nom breuses ma is limité es par le s c oncentrations de  dé tection 
relativement i mportantes de  l ’ordre du nM , contre une  s ensibilité pl us élevée pou r l es 
méthodes par fluorescence (Rosi and Mirkin, 2005).

Figure 16 : Sc héma de  pr incipe de  l a dé tection de  l ’Adénosine par  m éthode c olorimétrique. D es 
particules d’or fonctionnalisées avec des brins d’ADN sont agrégées grâce à l a présence d’un aptamère8

complémentaire avec l’Adénosine. Ainsi, en présence de la molécule cible, les aptamères s’hybrident sur la 
molécule e ntraînant une  dé sagrégation de s par ticules e t un c hangement c olorimétrique de  l a s olution, 
passant du bleu au rouge (Liu and Lu, 2006).

L’optique et la plasmonique

Les c ristaux com posés de cer taines na noparticules i norganiques s emi-conducteurs, 
appelés é galement « quantum dot s », pr ésentent l ’avantage d’ avoir de s é nergies d e 
luminescence t rès intéressantes pour  les appl ications biomédicales en remplacement des 
classiques f luorophores organiques ut ilisés pour  l ’imagerie, m oins l uminescents e t pl us 
sensibles au spectre de la lumière blanche (Bruchez et al ., 1998). Leur association avec 
un métal tel que l’or permet une augmentation encore supérieure de la photoluminescence 
dégagée par les quantum-dots. Ainsi, l’assemblage organisé de nanoparticules d’or et de 
quantum dots permet de contrôler la photoluminescence de la structure suivant plusieurs 
paramètres te ls que  la  ta ille des constituants e t la  di stance int er-particulaire. L’ADN se 
présente dans ce cas comme le candidat idéal pour l’organisation des nanoparticules et la 
maîtrise de la distance métal-quantum dots, permettant le suivi d’événements biologiques 
et le développement de spectroscopies plasmoniques améliorées.

La catalyse

Enfin, l e c ontrôle de  l a t aille de s pa rticules, l a c omposition e t l a de nsité s ont de s
qualités très intéressantes pour l’univers de la catalyse qui peuvent être apportées par la 
structuration pa r A DN. C ependant, l ’utilisation de  l ’ADN i mpose un environnement 

8 Un aptamère est un mono-brin d’ADN synthétique capable de fixer un ligand, dans le cas de la figure 
l’Adénosine, ou de catalyser une réaction.
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aqueux pa rticulier l imitant pour  l a cat alyse et pa ssive l a surface de s n anoparticules, les 
rendant m oins r éactives. A fin de r elever ces di fficultés, Auyeung et al . ont é laboré un  
procédé à trois étapes : après avoir synthétisé une superstructure de nanoparticules d’or, 
ils f igent la  s tructure da ns la  s ilice e t c alcinent l’ ensemble, donnant e n r ésultat une  
structure por euse or ganisée (Auyeung et al ., 2015) . C es pr emiers t ravaux ont  pu  
démontrer l’ intérêt de  l’auto-assemblage pour  l a cat alyse grâce à l a m aitrise de  
l’homogénéité du m atériau, propriété souvent di fficile à  obt enir da ns c e dom aine. Les 
auteurs pr édisent en c onclusion une  vé ritable utilité pour  l es r éactions c atalytiques 
utilisant l’or comme l’oxydation de l’alcool, du monoxyde de carbone ou de la réduction 
par effet plasmon.

2.5.3. Les stratégies de fonctionnalisation des nanoparticules

Comme pr écisé l ors de  l ’introduction de  c ette s ection, l a t echnique de  
fonctionnalisation l a pl us r épandue de  s urfaces d’ or pa r de s br ins d’ ADN ut ilise l a 
fonction thiol. Cependant, d’autres alternatives ont été développées au cours des dernières 
décennies. L’utilisation des pr otéines et  de  l eur f orte r econnaissance m oléculaire a 
largement été é tudiée, not amment à  tr avers le  c ouple bi otine-Streptavidine. Cette 
interaction est connue pour être une des plus fortes liaisons non c ovalentes de la nature. 
Pour illustrer l ’intensité de cet te af finité, on pe ut r appeler l a va leur de  l a cons tante de 
dissociation du complexe de 4 × 10-14 mol.L-1 (Green, 1990) et une enthalpie de formation 
de 30 kT. C ette forte interaction est assurée p ar l ’existence d ’une po che protéinique 
parfaitement ajustée pour la biotine décrite dans ces travaux (Klumb et al., 1998; Stayton 
et al., 1999), ce qui rend la liaison peu sensible au pH, à la salinité (Green, 1963) et à la 
température (Fattaccioli, 2006; González et al., 1999). La Streptavidine est une protéine 
constituée de  qua tre f ragments t étramériques pouva nt c hacun a ccueillir qua tre bi otines
(Green, 1990) , dont  l a s tructure c himique e st r appelée e n Figure 17. La bi otine 
s’immobilise alors sur la Streptavidine et forme des liaisons hydrogènes, électrostatiques 
et hydrophobes avec les groupes amines aromatiques de la Streptavidine.

Figure 17: Structure chimique de la biotine.

Cette s tratégie es t i ntéressante p ar s on as pect générique. E lle p eut en  ef fet êt re 
appliquée à tout type de surface, même l’or, à condition que la surface soit suffisamment 
réactive pour assurer le collage de la protéine. Par exemple Cobbe et al., ont proposé une 
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agrégation de nanoparticules d’or préalablement fonctionnalisées avec un groupe biotine 
en ut ilisant la S treptavidine e t de s m onobrins d’ADN (Cobbe et al ., 2 003). Les de ux 
stratégies utilisées dans ces travaux sont schématisées en Figure 18 a et b respectivement. 
L’auto-assemblage d e n anoparticules de  na ture hé térogène et  di fférentes de  l ’or p ar 
interaction protéine-ADN a éga lement été employé par l ’équipe d’Oleg Gang (Zhang et  
al., 2013b)

Figure 18 : A grégation de  nanoparticules as surée par  l a l iaison bi otine-Streptavidine ( a) e t par  
l'hybridation de deux brins d'ADN complémentaires préalablement immobilisés sur une Streptavidine à la 
surface d’une nanoparticule d’or (b) (Cobbe et al., 2003).

Enfin, on pe ut é voquer l ’utilisation d’ autres f onctions c himiques, t elles que l ’acide 
carboxylique (-COOH) ou l’époxyde sur d’autres surfaces métalliques très réactives avec 
l’oxygène, comme l’aluminium. En effet, il est courant d’utiliser des agents organiques de 
ces natures pour passiver des nanoparticules d’Al synthétisées par voie chimique et éviter 
une couche d’oxydation trop épaisse (Chung et al., 2009; Lewis et al., 2010), démontrant 
la possibilité de fonctionnaliser ces surfaces par ces fonctions. Cependant, le greffage de 
brins d’ ADN s ur s urface m étallique ou particule pa r ces  fonctions n’ est à not re 
connaissance pa s publ iée da ns la  litté rature, mais e st pl us la rgement utilisé pour  la  
fonctionnalisation de nanotubes de carbone (Daniel et al., 2007).

2.5.4. Structures cristallines à haut degré d’ordre obtenues 

Après le s t ravaux pr éliminaires de  M irkin et Alivisatos (Alivisatos et al ., 1996;  
Mirkin et a l., 1996) , l es é quipes de  r echerche se s ont c oncentrées à  l a r ésolution de  
problématiques majeures pour  l’obtention de s ystèmes maîtrisés : comment contrôler l a 
distance i nter-particulaire ? Q uels s ystèmes c ristallins ou f ormes g éométriques pe uvent 
être obt enus ?  Est-il r éalisable de  s tructurer de s s ystèmes bi naires ou ternaires ? Q uels 
outils sont disponibles pour la caractérisation de tels systèmes ?
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En jouant sur la nature du brin d’ADN faisant la liaison entre les nanoparticules, il a 
été mon tré qu’ il e st p ossible d’ organiser l es nanoparticules en s ystèmes c ristallins 
Cubique Face Centré (CFC) ou Cubique Centré (CC), comme le résume le schéma de la 
Figure 19 (Nykypanchuk et al., 2008; Park et al., 2008).

Figure 19 : Schéma récapitulant l'influence du linker sur la structure cristalline obtenue après auto-
assemblage de nanoparticules d'or (Park et al., 2008).

Plusieurs pa ramètres cl és ont  un effet pr épondérant s ur l a na ture de s s tructures 
obtenues :

• La concentration i onique en s olution, t elle qu e l a conc entration en sel ( NaCl, 
MgCl2, …). Park et al. ont montré que la concentration saline tend à diminuer la distance 
inter-particulaire e n diminuant le s c harges r épulsives de s na noparticules (Park et a l.,
2004).

• La nature du spacer9 de l’oligonucléotide influe également sur la distance inter-
particulaire. En effet, un « affalement » de l ’oligonucléotide s ur l a na noparticule a  é té 
observé s i un spacer composé de  ba ses A dénines é tait ut ilisé, r éduisant pa r 2,5 f ois l a 
distance inter-particulaire à cause d’une affinité de cette base plus grande pour l ’or que  
les autres (Demers et al., 2000; Park et al., 2004).

• La longueur des brins d’ADN a un impact sur la cristallinité de la structure : une 
liaison trop longue induit une structure moins cristalline car les nanoparticules sont moins 
contraintes, t andis qu ’un l ien t rop court p ar rapport à  l a t aille d e l a nanoparticule ne  
permet pas de cristallisation à cause de la polydispersité en taille des nanoparticules (Hill 
et al ., 2008;  M acfarlane et al ., 2010;  N ykypanchuk et al ., 2008) . Les d iagrammes de  
phase expérimentaux présentant la cristallinité de nanoparticules d’or en fonction de ces 
paramètres ont  rapidement pu être établis (Xiong et al ., 2009) . Grâce à l a f lexibilité de  
leur structure, les brins ADN sont aussi reprogrammables, permettant un changement de 
structure c ristalline di rectement e n solution e n c hoisissant l es bonne s s équences 
d’oligonucléotides (Maye et al ., 2 010), ou  e n i ntroduisant de s i ntercalants de  l ’ADN 

9 Ce t erme d ésigne l a s équence d ’un o ligonucléotide d ont l e b ut es t d ’éloigner p hysiquement l a 
séquence destinée à s’hybrider avec l’oligonucléotide complémentaire et la surface de la nanoparticule.
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modifiant la rigidité et la tenue en température de la liaison ADN (Seo et al., 2016). Par 
exemple Gang et al. ont récemment déterminé les diagrammes de phase de nanoparticules 
d’or en fonction de la stœchiométrie et de la taille des nanoparticules, et de la longueur du 
linker ADN, de façon expérimentale et théorique à l’aide de modèles « gros grains » (Vo 
et al ., 2015). C omme le  mont re la  Figure 20 ci-dessous, l es n anoparticules pe uvent s e 
structurer suivant la cristallinité CsCl, AlB2 ou Cr3Si suivant la taille des nanoparticules 
(RS) ou du linker (RL).

Figure 20 : Diagrammes de phases de nanoparticules d’or en fonction de la taille des nanoparticules 
(RS) ou de la longueur du linker (RL) pour trois stœchiométries différentes : (A) 1 :1, (B) 2 :1, (C) 3 :1. Les 
symboles r eprésentent l es poi nts e xpérimentaux : l es s ymboles p leins r eprésentent l es s tructures p ures 
tandis que  l es v ides r eprésentent de s s tructures pol ymorphes. O n obs erve gl obalement une  bonn e 
concordance entre points expérimentaux et résultats théoriques (Vo et al., 2015).

• La température du solvant a également un rôle primordial sur la cristallinité de 
la s tructure. En e ffectuant l ’agrégation à  une  t empérature pr oche de  l a température de  
fusion de l’ ADN, la  cristallisation cinétiquement pl us le nte pe ut amener à une 
cristallisation des nanoparticules à une plus grande échelle (Jin et al., 2003; Macfarlane et 
al., 2009;  N ykypanchuk et al ., 2008) . Un s chéma de  pr incipe es t i llustré en  Figure 21
(Nykypanchuk et al., 2008).

Figure 21 : Sc héma présentant l e c omportement de s ag régats de  n anoparticules i ssus de  l 'auto-
assemblage par ADN face à la température et de la longueur des brins d'ADN utilisés (Nykypanchuk et al.,
2008).
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Ainsi, la qua lité de  la cristallisation est f ortement dé pendante de s c onditions e n 
température. Une maîtrise du refroidissement de la solution colloïdale suffisamment lente, 
pouvant prendre de deux à t rois jours, peut amener à la formation de « super-cristaux »
micrométriques de forme dodécaèdre rhombique, comme l’a récemment montré l’équipe 
de Mirkin (Auyeung et al., 2014). A l’inverse, un auto-assemblage effectué à température 
constante s ous l a t empérature d e f usion e ntraîne un e pol ycristallisation de s 
nanoparticules, alors moins organisées malgré le recuit (Auyeung et al., 2012). De façon 
intéressante, la f ormation de ces  dodé caèdres es t i ndépendante de  l a t aille de s 
nanoparticules, m ontrant que  c ette s tructure e st t hermodynamiquement l a pl us s table 
pouvant être obtenue pour de tels systèmes.

Enfin, de s m odifications pos t-cristallisation ont également pe rmis d’ augmenter le s 
intervalles de températures ou les solvants dans lesquelles ces structures sont utilisables, 
en a joutant de s c omplexes or ganiques ou e n e ncapsulant l ’ADN da ns de  l a s ilice 
(Auyeung et al., 2012; De Stefano and Vesterager Gothelf, 2016).

Figure 22 : I magerie T EM de  c ristaux dodé caèdre r hombiques apr ès r efroidissement l ent de  
nanoparticules d’or auto-assemblées par ADN en structure cubique centré (Auyeung et al., 2014).

Notons également la  possibilité de maîtriser le  nombre de brins fonctionnalisés à la  
surface des nanoparticules d’or à  un, d eux ou pl usieurs br ins, en « triant » une solution 
colloïdale de  na noparticules pa r é lectrophorèse (Bidault a nd P olman, 2012) . Cette 
technique permet l ’hybridation de  de ux ou t rois na noparticules s eules ( dimères ou  
trimères) aux propriétés optiques dépendantes de la liaison inter-particulaire, régie par la 
nature du lien ADN pouvant être changée en dynamique et en solution (Lermusiaux et al.,
2012; Maye et al., 2010), la force ionique (Lermusiaux et al., 2015) et la nature chimique 
de la surface (Lermusiaux and Bidault, 2015). Ainsi, la nature chimique de la surface des 
nanoparticules d’ or dé pend de s l igands ut ilisés pour  l a s tabilisation de s c olloïdes. 
Lermusiaux et al . ont alors é tudié l es pr opriétés opt iques de  di mères i mmobilisés s ur 
surface en fonction de  la concentration ionique mais également de  l ’hydrophobicité des 
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surfaces e n j ouant s ur l a na ture du l igand. Les r ésultats, pr ésentés e n Figure 23, ont  
montré que  l ’utilisation d’ un l igand a mphiphile, i.e. possédant à  l a f ois un g roupe 
hydrophobe et h ydrophile, pe rmet de  gagner e n s tabilité e n t ermes d ’agrégation non  
désirée d e na noparticules ou en conformation entre l es de ux pa rticules as semblées, 
comme le montrent les spectres d’absorbance présentés en Figure 23.

Figure 23 : Comparaison de la variation de la distance interparticulaire de nanoparticules d’or de 40 
nm de  diamètre organisées en dimères suivant l ’utilisation de  l igands hydrophiles (a) ou amphiphile (b) 
pour leur stabilisation après augmentation de la concentration saline (i : 5 mM en NaCl / ii : 800 mM en 
NaCl) par microscopie en champs sombre et absorbance spectrale (Lermusiaux and Bidault, 2015).

2.6. Cristallisation de systèmes hétérogènes

La pl us grande m ajorité de s t ravaux s e s ont intéressés à l ’auto-assemblage d e 
nanoparticules d’or ou d ’argent, grâce à leur bonne s tabilité colloïdale, une méthode de  
synthèse connue et maîtrisée permettant une large gamme en taille et la réactivité connue 
du soufre avec l ’or. C ependant, pour  élargir l es applications potentielles de s 
nanotechnologies A DN à d’ autres dom aines que  l ’opto-électronique, il e st pr imordial 
d’élargir les matériaux utilisables. Ainsi, Gang et al. ont proposé une stratégie générale de 
fonctionnalisation de  na noparticules pa r A DN a pplicable e n t héorie pour  une  l arge 
gamme de  ma tériaux (Zhang e t a l., 2013b ), qu’ils ont  a ppliqué à  t rois m atériaux 
modèles : nanoparticules d’or avec palladium de trois formes différentes (cube, octaèdre 
et dodécaèdre), oxyde de fer Fe2O3, et des quantum-dots (CdSe/CdTe/ZnS et CdSe/ZnS). 
Par ces travaux, ils ont explicité trois paramètres primordiaux lors de l’établissement de
super-structures hétérogènes :

(i) Le rôle de la forme de la nanoparticule sur l’ordre de la cristallinité obtenu.
(ii) L’influence des interactions non-spécifiques liées à la présence d’ADN.
(iii) L’émergence de désordre dans la composition dans les structures à plusieurs 

éléments.
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Ces travaux pionniers font suite aux travaux du LAAS de Séverac et al. qui ont pour 
la pr emière f ois d émontré la  pos sibilité d’ utiliser l’ ADN comme ve cteur d’ assemblage 
dans l e cadr e de  l a s ynthèse de  m atériaux à ha ute-performance éne rgétique à pa rtir de  
nanoparticules d’Al et de CuO (Séverac et al., 2012).

Aussi, F an et al . ont dé veloppé de s a ssemblages de  c inq na noparticules de  t ailles 
différentes : une petite nanoparticule entourée de quatre plus grosses nanoparticules (voir 
Figure 24) (Fan et al., 2011). De tels assemblages anisotropes ont l’avantage d’avoir des 
propriétés optiques mieux définies. Tan et al. ont ainsi développé une méthode généraliste 
et simple en une étape de fonctionnalisation et de cristallisation de systèmes anisotropes à 
partir de 2 t ailles de nanoparticules (Tan et al., 2013). Au-delà des densités de  greffage 
qui é voluent f ortement a vec l ’anisotropie, un e ffet pr épondérant de  l a c ourbe de  l a 
nanoparticule, dépendant de sa taille, est identifié (Cederquist and Keating, 2009; Xing et 
al., 2012).

Figure 24 : Images TEM de  structures ani sotropes obtenues par  auto-assemblage de deux t ypes d e 
nanoparticules d’ or de  t aille di fférente. F an et a l. ont al ors c omparé l es pr opriétés o ptiques de s de ux 
clusters avec ou sans nanoparticule de petite taille et ont montré une amélioration de celles-ci (Fan et al.,
2011).

Jones et al . a é galement é tudié la  c ristallisation de na no-objets de f orme non -
sphérique t elles que  d es oc taèdres, prismes ou bâtonnets (Jones et al ., 2 010). De façon 
générale, la structure obtenue est toujours celle qui permet le maximum d’hybridation de 
brins d’ ADN (Macfarlane et al ., 2011) , i mpliquant une  s uperposition des na noprismes 
(Millstone et al ., 2008) , un a rrangement 1D  de s na nobâtonnets ou  une  c ristallisation 
classique C FC ou CC d es oc taèdres (Jones et al ., 2010) . C ependant, s euls de s pe tits 
agrégats s ont obt enus e t il r este di fficile d’ obtenir de s c ristallisations s ur de  long ues 
échelles. D u côté t héorique, T ravesset e t K norowski ont  é tudié l ’auto-assemblage de  
nanocubes (Knorowski and Travesset, 2014) et ont montré qu’une orientation face à face 
des cubes était obtenue lorsque les brins utilisé é taient courts, mais que plusieurs autres 
structures pouv aient ê tre obt enues e n ut ilisant de s br ins d ’ADN pl us l ongs et e n 
appliquant des contraintes osmotiques.
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Enfin, Macfarlane et al. ont démontré la possibilité d’obtenir des systèmes ternaires 
complexes en insérant une  t roisième t aille de  na noparticules au sein d’une s tructure 
binaire pr éexistante ( voir ci -dessous) (Macfarlane et al ., 2013) . Ce pr océdé a p ermis 
d’établir une large gamme de structures cristallines et ce, de façon totalement réversible 
grâce à l ’utilisation de l ’ADN, ouvrant l a voi e à un e m éthode gé néralisable à d’ autres 
matériaux.

Figure 25 : Schéma de l’auto-assemblage de nanoparticules par ADN en structure cristalline ternaire. 
Une s tructure bi naire e st d’ abord s ynthétisée av ant l ’insertion d’ une t roisième t aille de nano particules 
dans un site prédéterminé (A). En (B) est présenté l’analyse thermique de la structure ternaire (Macfarlane 
et al., 2013).

Les t ravaux pr écédemment dé crits s’intéressent pr incipalement à l ’agrégation de  
nanoparticules, dont  l e diamètre p eut va rier d e 10 à  150  voi re 200 nm  maximum. O r, 
d’autres é quipes ont  mis e n é vidence d es comportements di fférents l orsque l es 
nanoparticules sont d’ordre micrométrique, plus spécifiquement la stabilité des solutions 
colloïdales avec l a t empérature. En effet, les interactions ent re pa rticules changent avec 
leur ta ille, notamment les interactions faibles de  type Van der Waals pou vant amener à 
une agrégation non-spécifique et irréversible (Valignat et al., 2005). La cristallisation est 
donc bi en pl us di fficile à  obt enir e t l es a grégats s ont l e p lus s ouvent a morphes, s ous 
forme d e gel av ec un e s tructure fractale (Biancaniello et al ., 2007;  Geerts et al ., 2008;  
Rogers et al., 2005; Schmatko et al., 2007; Valignat et al., 2005). Cependant, les travaux 
de Crocker et al. ont permis de montrer la possibilité de cristalliser ces microsphères en 
de courts cristaux hexagonaux, dans des conditions expérimentales radicalement précises 
en terme de  d e t empérature, mais aus si et  s urtout en terme de  pr éparation de s urface 
(Biancaniello et al ., 2 005; K im et al ., 2006, 2 009). E n e ffet, s eule u ne m éthode d e 
fonctionnalisation pa rticulière pa r gonflement-dégonflement de  pa rticules or ganiques 
micrométriques ( comme du pol ystyrène) pl ongées e n s olvant or ganique en pr ésence d e 
Polyéthylène Glycol (PEG) a pu f onctionner (Biancaniello et al ., 2005) . Au-delà de  cet  
exemple, le phénomène de réversibilité avec la température est t rop rarement observé et  
dépend f ortement de  l a l ongueur de  l a l iaison d’ ADN (Geerts et al ., 2008) et de  l a 
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température qui doit être suffisante pour dé-hybrider les liaisons ADN sans entraîner une 
agrégation i rréversible d es nanoparticules. Bien qu’une review récente n ’ait pa s r eporté 
d’avancée s ignificative dans l ’auto-assemblage de pa rticules m icrométriques (Michele 
and E iser, 2013) , un e équipe de s E tats-Unis a  récemment dé montré la  p ossibilité de  
fonctionnaliser de s pa rticules m icrométriques or ganiques ( polystyrène o u P oly(méthyle 
méthacrylate) (PMMA)) ou inorganiques (oxyde de titane ou oxyde de silicium) avec des 
monobrins d’ADN par une méthode générique de cyclo-addition alcyne-azide (Wang et 
al., 2015). Cette méthode permet d’obtenir des densités de  greffage d’ADN supérieures 
aux méthodes utilisant le complexe biotine-Streptavidine, et a permis en conséquence la 
cristallisation des particules à t empérature ambiante ou un réarrangement optimisé après 
recuit.

2.7. Analyse et présentation de la problématique

Par l e bi ais de  c ette s ynthèse bi bliographique, nous  a vons vu que  l es 
nanotechnologies ADN sont le sujet d’une intense recherche depuis le début du X XIème

siècle grâce à  ces  nom breuses pot entielles a pplications da ns l e vi vant ( imagerie, n ano-
robots…), et m ême pl us l argement ( calculateurs, circuits él ectroniques, bi ocapteurs). 
L’assemblage de  na noparticules en réseau plus ou moins com plexes et  hé térogènes a  
particulièrement été dé veloppé de puis l es a nnées 2000, r eprésentant e nviron 10 %  de s 
travaux touchants aux nanotechnologies sur les cinq dernières années (Web of Science). 
La f lexibilité de  l ’ADN, autant chimique qu e m écanique, pe rmet en théorie l a s ynthèse 
d’une variété infinie et réversible de structures. Aussi, la cristallisation à très haut degré 
de nanoparticules d’or a été démontrée récemment, grâce à l ’identification et la maîtrise 
des paramètres clés responsables de l’assemblage :

• La nature des monobrins d’ADN liant les nanoparticules : longueur, utilisation et 
nature du spacer, définition de la séquence.

• La taille et le forme des nanoparticules.
• Les condi tions ex périmentales : c oncentration i onique e t t empérature pendant 

l’auto-assemblage.

Après deux décennies de travaux de recherche, nous retiendrons de l’état de l’art que 
l’auto-assemblage de  na noparticules p ar A DN d oit e ncore faire face à pl usieurs défis, 
analysés par Gang et al (Zhang et al., 2013b), et rappelés ci-dessous :

(i) La stabilité d es n anoparticules en  s olution au m oment de  l a 
fonctionnalisation biologique.

(ii) Le greffage de l’ADN sur la surface de façon spécifique, i.e. en préservant 
la fonctionnalité du greffage.

(iii) Le con trôle d e l ’auto-assemblage p ar l ’hybridation e ffective d es d eux 
brins complémentaires, sans interactions non-spécifiques.
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Nous verrons que ces trois défis guideront les travaux expérimentaux et scientifiques 
de mes trois années de thèse.

Aujourd’hui, deux m éthodes de  fonctionnalisation de l ’ADN dominent les t ravaux
pour assurer son greffage sur la surface de façon spécifique. La méthode la plus répandue 
utilise la  f onction thiol, dont  le  g reffage s ur l ’or e st pa rfaitement ma îtrisée de puis 
plusieurs décennies (Brust et al., 1994). Une seconde stratégie efficace et plus générique 
consiste à utiliser la complémentarité biologique des protéines, le plus souvent du couple 
biotine-Streptavidine. Cette stratégie est préconisée lorsque les surfaces utilisées sont plus 
réactives que les métaux nobles, et présentent de fortes affinités avec les oligonucléotides 
de l’ADN (Zhang et al., 2013b).

Après avoir dé fini le  s ystème à  assembler e t la  s tratégie de  f onctionnalisation 
(Biotine/Streptavidine o u pa r fonction t hiol), l e c hoix de  l a s tratégie d’ hybridation d es 
brins d’ADN entre les particules est une étape clé car elle conditionne les caractéristiques 
de l ’assemblage final. En effet, le cho ix de s oligonucléotides influe sur l es ci nétiques 
d’hybridation de s br ins d’ADN, donc  é galement s ur l es c inétiques d ’agrégation de  
nanoparticules et les superstructures cristallines obtenues. On peut distinguer 3 stratégies 
possibles : 

1. Le s ystème à d eux ol igonucléotides est le p lus s imple c ar me t en je u 
l’hybridation directe e ntre de ux br ins d’ ADN c omplémentaires gr effés s ur 
chacune de s na noparticules (Alivisatos e t al., 1996; C obbe e t a l., 20 03; 
Nykypanchuk et al., 2008; Zhang et al., 2013b).

2. Le système à trois oligonucléotides met en jeu un troisième oligonucléotide, 
appelé linker, s ervant de  l ien e ntre de ux ol igonucléotides non 
complémentaires g reffés s ur de ux t ypes de  na noparticules (Mirkin et al .,
1996; P ark et a l., 2004;  X iong et al ., 2009) . Avec ce t ype de  s ystème, l es 
cinétiques d’ agrégation sont g énéralement pl us l entes que  c elles obs ervées 
avec l e s ystème à  de ux o ligonucléotides da ns de s c onditions 
environnementales équivalentes. L’avantage d e c ette s tratégie cons iste en  l a 
possibilité de jouer sur la rigidité de la liaison inter-particulaire, en utilisant un 
double-brin sur tout ou partie de la liaison. Cependant, pour un même nombre 
de bases considérées, peu de différences sont notables entre les deux stratégies 
sur la cristallisation des nanoparticules (Park et al., 2004).

3. Le système à quatre oligonucléotides, plus complexe, consiste à greffer deux 
oligonucléotides non-complémentaires s ur l es n anoparticules, pui s d’ ajouter 
deux linkers à la solution (Auyeung et al., 2014; Hill et al., 2008; Park et al.,
2008). Ces linkers sont composées de deux parties principales : une séquence 
complémentaire av ec l ’oligonucléotide greffé s ur l a na noparticule et une  
séquence cour te, s ouvent 4 bases, complémentaire av ec l e d euxième linker.
Généralement, un spacer double br in s épare l es de ux pa rties d e façon à  
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augmenter l a di stance i nter-particulaire e t la  r igidité d e la  s tructure. A près 
hybridation de s linkers s ur l es na noparticules r espectives fonctionnalisées 
avec les brins complémentaire, l’agrégation des nanoparticules est assurée par 
la r econnaissance d es c ourtes s équences de s de ux linkers. Le s chéma d e l a 
Figure 26 permet d’illustrer cette méthode d’hybridation. 

Bien que non explicité da ns l es t ravaux de s aut eurs, cette m éthode pr ésente 
l’avantage d’une hybridation rapide d’un point de vue  thermodynamique, établissant un  
système d’hybridation / dé-hybridation suivant la conformation stérique des particules et 
des brins d’ADN greffés. Ainsi, dans les conditions en température et en pH idéales, i.e.
proches de  l a t empérature de  f usion des br ins, l’assemblage es t assuré pa r l a 
thermodynamique, amenant à un ordre plus élevé.

Figure 26 : Schéma de principe présentant l'auto-assemblage de nanoparticules avec hybridation de 4 
oligonucléotides (Hill et al., 2008).

Enfin, i l f aut not er qu e m algré l es p romesses de s na notechnologies ADN, la 
communauté s cientifique s ’accorde s ur l e f ait que  cer tains ve rrous r alentissent 
aujourd’hui l’impact de ces technologies dans le domaine applicatif :

(i) La cristallisation à grande échelle de nanoparticules hétérogènes en forme ou 
en taille est aujourd’hui encore très difficile.

(ii) L’élargissement à de s matériaux pos sédant une  chi mie de  s urface m oins 
maîtrisable que  cel les de  m étaux nobl es comm e l ’or n’ est enc ore que 
principalement théorique.

(iii) La taille des nanoparticules concernée est un facteur limitant, comme l’étude 
sur la cristallisation de nanoparticules de taille micrométrique l’a montré.

Les de ux de rniers poi nts s ont a u cœur de  l a p roblématique de  m a t hèse pui sque 
l’objectif in fine de mon travail, présenté en fin de la partie 1 du chapitre, est de parvenir à 
auto-assembler deux types de  particules par h ybridation de  br in d’ADN, Al e t CuO, de  
taille c aractéristique d’ environ 100 nm à pa rtir de nanopoudres commerciales, ce qui  
implique une  c ompréhension e t un contrôle de  t outes l es é tapes du p rocédé de  
fonctionnalisation jusqu’ici jamais réalisés.
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3. Stratégie d ’assemblage e t o bjectifs s cientifiques et  
technologiques de la thèse 

La première étape de ces t ravaux de thèse est de choisir la s tratégie de greffage des 
brins d’ADN à l a surface des particules. Nous avons opté pour le développement d’une 
méthode générique permettant le greffage de brins d’ADN sur nanoparticules d’Al et de 
CuO vi a int eraction entre la  bi otine e t la  S treptavidine, présentée pr écédemment. Cette 
stratégie avait dé jà ét é explorée l ors des t ravaux précédents m enés pa r Fabrice S éverac 
sur la nanoparticule d’ Al ave c s uccès a pr iori10. U n greffage p ar f onction t hiol ( -SH) 
ajouté au brin d’ADN avait par contre était préféré pour le CuO (Séverac et al., 2012). La 
fonction thiol ne permettant pas d’assurer un greffage fonctionnel de la molécule d’ADN 
sur l a surface d’Al à cause d’une t rop forte i nteraction des ol igonucléotides de  l ’ADN,
c’est donc la première stratégie qui sera suivie, dont le schéma de principe est synthétisé 
sur la Figure 27 ci-dessous.

Figure 27: St ratégie adoptée pour  l 'auto-assemblage de  nano particules d' Al e t du CuO pour  l a 
réalisation de nanocomposites énergétiques.

Cette stratégie se décompose en quatre étapes :

1. Stabilisation des nanoparticules d’Al et de CuO en solutions aqueuse à partir 
des nanopoudres commerciales.

2. Greffage de la Streptavidine à la surface des nanoparticules.
3. Immobilisation du monobrin d’ADN, dont l’extrémité est fonctionnalisée par 

un g roupe bi otine, à l a surface des n anoparticules gr âce à la f ormation du 
complexe [biotine-Streptavidine]. 

4. Mélange d es de ux na noparticules et  aut o-assemblage en nanobiocomposite
énergétique. 

Outre l a m ise au point et  l a car actérisation expérimentale pr écise de  c hacune de s 
étapes d e c e pr otocole d’ assemblage, trois ob jectifs s cientifiques s eront adr essés en 
relation avec les défis cités précédemment :

• Fonctionnalisation de la surface par l’ADN.

10 Le greffage de la protéine et de l’ADN n’avait pas été quantifié par des caractérisations poussées.
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Nous é tudierons e xpérimentalement e t thé oriquement le s mé canismes d’ interaction 
« ADN – surfaces o xydées » pour répondre à  l a que stion s uivante : quelle  int eraction 
physico-chimique intervient entre un brin d’ADN et une surface d’oxyde ? Ce travail fera 
l’objet d’une étude spécifique que j’ai mené au laboratoire d’Y. Chabal de l’université du
Texas à D allas, qui possède des moyens de caractérisation précis de chimie de  surface, 
par Infra-Rouge et rayons X. 

• Stabilisation des nanoparticules en solution.

Nous établirons l es pa ramètres expérimentaux optimaux en termes de  concentration 
en na noparticules, dur ée de  di spersion e t na ture du s olvant, pour  obt enir une  s olution 
colloïdale s tabilisée da ns l e t emps ave c un diamètre h ydrodynamique m oyen des 
particules minimisée. Cette première étape es t essentielle car  à l ’origine du matériau de 
base ut ilisé pour  l ’auto-assemblage e n s olution e t da ns l a s uite de s t ravaux, i.e. une 
dispersion de nanoparticules en solution qui seront par la suite fonctionnalisées.

• Contrôles du greffage et de la spécificité de l’auto-assemblage.

Nous qua ntifierons pr écisément les di fférentes e spèces bi ologiques gr effées s ur l es 
nanoparticules et l ’impact de s p aramètres ex périmentaux du procédé d e 
fonctionnalisation e t d’ assemblage ( pH, t empérature, c oncentration s aline…) s ur 
l’efficacité d es greffages. Nous dé velopperons également un out il de  conception d es 
séquences de l ’oligonucléotide pour favoriser l es i nteractions s pécifiques e ntre br ins 
d’ADN complémentaires, et limite r le s int eractions non -spécifiques entre br ins d’ ADN 
non-complémentaires, de façon à assurer un a uto-assemblage par l’hybridation des brins 
d’ADN complémentaires exclusivement.

Ces t rois poi nts é tudiés, m on de rnier obj ectif d e t hèse s era d e d émontrer qu e l es 
nanotechnologies ADN permettent la synthèse d’un nouveau nanobiocomposite11 de type 
thermite a yant de s p ropriétés am éliorées et  s urtout ada ptables, grâce à une  m eilleure 
organisation des nanoparticules par l’ADN. Pour ce faire je m’appuierai sur la conception 
puis la caractérisation thermique de plusieurs assemblages conçus pour cette étude.

La suite de ce manuscrit détaillera les résultats de ce programme de travail, présentés 
en trois chapitres. Le second chapitre sera consacré à l ’étude des interactions entre ADN 
et surface ox ydée, répondant à  l a question de  la fonctionnalisation di recte de  la surface 
par l’ADN. Le t roisième ch apitre pr ésentera l e pr otocole opt imisé et  car actérisé 
permettant la fonctionnalisation de nanoparticules commerciales. Le dernier chapitre sera 
consacré à l ’auto-assemblage de  na noparticules en s olution, du r ôle de  l a s équence sur 
l’hybridation en passant pa r l es condi tions ex périmentales pui s en caractérisant l es 
propriétés énergétiques des matériaux synthétisées.

11 Nous parlerons dans ces travaux de nanobiocomposite pour désigner un matériau organisé à l’échelle 
nanométrique par des molécules biologiques comme l’ADN.
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Nous a vons d éfini dans l e ch apitre p récédent les qua tre pr incipales ét apes du  
protocole de fonctionnalisation et d’auto-assemblage des nanoparticules d’Al et de CuO. 
Ces qua tre ét apes cons istent à s tabiliser l es nanoparticules en solution, greffer l a 
Streptavidine à  l a s urface d es pa rticules, f onctionnaliser l a s urface pa r l es m onobrins 
d’ADN et enfin de réaliser l’auto-assemblage.

De façon à établir un protocole fiable et reproductible, nécessaire pour un transfert de 
la t echnologie da ns l e monde de s m icro-technologies, il e st pr imordial d’ anticiper le s 
interactions non-spécifiques, dans le sens « non-désirées », amenant de l’imprécision dans 
les pr océdés de  f onctionnalisation. A insi, nous  pr oposons da ns c e d euxième c hapitre 
d’évaluer les interactions entre brins d’ADN et les surfaces métalliques oxydées telles que 
l’Al2O3. Les résultats présentés dans ce chapitre représentent une partie du travail publié 
dans (Calais et al., 2015)12.

12 Calais, T., Playe, B., Ducéré, J. M., Veyan, J. F., Rupich, S., Hemeryck, A., ... & Estève, A. (2015). 
Role o f Alumina C oatings for S elective a nd Controlled Bonding o f D NA o n T echnologically Relevant 
Oxide Surfaces. The Journal of Physical Chemistry C, 119(41), 23527-23543.
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1. Introduction

En g uise d’ introduction, nou s pr ésentons r apidement l es t ravaux pub liés qui ont  
étudié de  façon f ondamentale l es i nteractions ph ysico-chimiques ent re l’ADN et  l es 
surfaces oxydées. Ils sont peu nombreux car la majorité des travaux se sont focalisés sur 
les surfaces d ’or (Haiss et al ., 1998;  Kelly et al ., 2008;  Kundu et al ., 2009; Liu, 2012;  
Petrovykh et al., 2003, 2 004). Par exemple Haiss et al. ont étudié la chimisorption de la 
base thymine sur une électrode d’Au (111) par spectroscopie Infra-Rouge et ont observé 
un greffage covalent p ar l es groupes c arbonyles ave c un décalage d e l a signature 
infrarouge d e l a m olécule pa r r apport à s on état l ibre (Haiss et al ., 1998) . D’autres ont  
suivi par InfraRouge en Transformée de Fourrier, Raman, Electronique Auger ou e ncore
microscopie à e ffet t unnel le greffage de  b rins d’ ADN constitués de bases T , et ont 
calculé des densités de greffage en fonction des conditions expérimentales (concentration 
saline, dur ée d’ incubation) (Petrovykh et al ., 2003) . Ils ont  m ontré qu’ après u ne 
adsorption du br in d’ADN se couchant sur l a surface d ’or, l a réaction de  chimisorption 
covalente a lieu par la fonction thiol avec une ou deux bases sur la surface d’or. On trouve 
également d’autres travaux combinant calculs théoriques et analyses spectroscopiques
sur l’adénine (Kelly et al., 2008; Kundu et al., 2009), la guanine (Camafeita et al., 1996; 
Pergolese et al., 2005) et la cytosine (Doneux and Fojt, 2009; 2002) sur la surface d’or.
Ces t ravaux s ’intéressent à l ’orientation des m olécules s ur l es s urfaces au moment de  
l’adsorption, étudiée par calculs DFT (pour Density Functionnal Theory, i.e. la Théorie de 
la F onctionnelle d e l a Densité) et  an alyses s pectroscopiques di verses. Les éne rgies 
d’adsorption de s m olécules pe uvent ê tre dé terminées t héoriquement mais é galement 
expérimentalement, en étudiant l a dé sorption de m olécules adsorbées en chauffant l a 
surface. Une comparaison des quatre nucléotides a démontré que la Thymine a l ’énergie 
d’adsorption l a plus f aible (Demers et al ., 2002; Östblom et al ., 2005;  2002) , justifiant 
son utilisation massive dans les assemblages de nanoparticules d’or dirigés par ADN (Hill 
et al., 2008; Macfarlane et al., 2011; Park et al., 2008; Xiong et al., 2009).

D’autres t ravaux s e s ont i ntéressés aux i nteractions de  ba ses A DN avec d’ autres 
surfaces, telles que le m étal nobl e ar gent ave c l a c ytosine ou l’adénine (Giese and  
McNaughton, 2002; Watanabe et al., 1985), ou encore la surface de cuivre avec l’adénine 
(Chen et al ., 2002;  Furukawa et al ., 2007;  Preuss et al ., 2005;  Yamada et al ., 2004), la 
cytosine, thymine e t g uanine (Bogdan and M orari, 2013;  Y amada et a l., 2004) . Plus 
récemment, les t ravaux se s ont ouve rts à d’ autres s urfaces ox ydées comme le di oxyde 
d’hafnium (Fahrenkopf et al., 2012), ou encore l’oxyde de fer (Geinguenaud et al., 2014).
Notamment, les t ravaux r éalisés s ur n anoparticules d’ oxyde d e f er s e s ont i ntéressés à 
l’étude de  l ’immobilisation de  br ins d ’ADN d’ une t rentaine de  ba ses, comportant l es 
quatre b ases, rendant d ifficile l a l ecture de s s pectres Infra-Rouge. C ependant, un e 
dépendance de l’activité biologique des nanoparticules fonctionnalisées avec la densité de 
greffage a pu être montrée (Geinguenaud et al., 2014). Concernant l’oxyde d’hafnium, les 
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auteurs ont  révélé une double interaction de l a molécule d’ADN avec l a surface, par l e 
groupe phosphate, et par la base (Fahrenkopf et al., 2012).

L’absence de  donné es t héoriques et  ex périmentales f ondamentales sur l a chi mie de  
greffage d ’ADN s ur d es s urfaces d ’oxydes m étalliques de t ype Al2O3 et C uO a  don c 
motivée cette pr emière étude de  m a t hèse m êlant t héorie et  ex périmentation. La pa rtie 
expérimentale de  cet te é tude a été menée au Laboratory for Surface and  Nanostructure 
Modification (Laboratoire de  N anostructuration et M odification de S urface) d e D allas 
(Texas, Etats-Unis), dirigé par Yves Chabal, où j’ai pu effectuer un s éjour d’un mois en 
début de  t hèse. La pa rtie t héorique a été r éalisée au LAAS ave c l ’aide de J ean-Marie 
Ducéré, ingénieur de l’équipe NEO. Afin d’élargir la portée de l’étude et de produire une 
publication r éférente da ns l e dom aine, nous  a vons a jouté de ux a utres s urfaces m odèles 
largement utilisées en micro-électronique : 

• La surface hydrophobe Si avec terminaison –H, notée Si-H.
• La surface hydrophile SiO2 hydrolysée, i.e. avec des terminaisons –OH.

Cependant, afin de ne pas alourdir le manuscrit, la préparation de ces deux surfaces et 
les résultats obtenus ne sont pas détaillés dans ce chapitre, mais sont consultables sur la 
référence (Calais et al., 2015).

Dans une  pr emière s ection, nous  pr ésenterons l es s urfaces e t l a m olécule 
représentative de  l ’ADN, l a T hymidine 5’  m onophosphate ( notée dT MP), que  nous  
utiliserons com me m olécule m odèle pour notre étude. E nsuite, nous  dé taillerons l es 
techniques d’ analyse s pectroscopique et t héoriques ut ilisées. N ous dé crirons da ns un  
second t emps les pr otocoles de  préparation de l a s urface d’ alumine et du greffage de  
l’ADN. Nous analyserons les résultats du greffage de  la dTMP sur la surface, avant de  
nous i ntéresser da ns un e de rnière pa rtie aux  m écanismes r éactionnels a u contact de  l a 
surface d’Al2O3. Une synthèse viendra ensuite conclure ce chapitre.
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2. Choix des systèmes modèles

La p remière étape de  l ’étude cons iste à choi sir l es systèmes modèles, aussi bi en en 
termes de  s urfaces qu e de  m olécules or ganiques, qui  nous  pe rmettront d’ accéder à  de s 
informations fondamentales sur le greffage de l’ADN sur les surfaces qui nous intéressent 
ici : Al2O3 et CuO, mais également SiO2 et Si-H. 

Concernant les surfaces, il est nécessaire d’élaborer des oxydes métalliques plans et  
« propres », à la rugosité très faible et à la structure cristallographique contrôlée, afin de :

1. Quantifier p ar méthodes s pectroscopiques l a na ture de s l iaisons chimiques 
entre l’ADN et la surface.

2. Avoir de s s ystèmes e xpérimentaux l es pl us c omparables pos sibles aux 
systèmes t héoriques utilisés da ns l es calculs, indispensable à l a 
compréhension des mécanismes réactionnels. 

Pour c e f aire, nous  nous  s ommes a ppuyés s ur l es pr océdés t echnologiques de  t ype 
Dépôt pa r C ouche A tomique ( noté A LD, pou r Atomic L ayer D eposition) s uivi de  
différents t raitements d e s urface s pécifiques pou r obt enir un e s urface p ropre d’ Al2O3.
Malheureusement, nous  n’avons pu obt enir une  surface de  C uO pl ane e t s uffisamment 
contrôlée pour  l ’étudier da ns c e t ravail. E n e ffet, l a r ugosité de s é chantillons obt enus 
variait suivant les conditions de 5 nm  à 15 nm  (Kwon et al ., 2013; Marín et al ., 2015),
avec un e s tructure du  C uO c olonnaire e t pol ycristalline, i mpropre à  une  a nalyse Infra-
Rouge par Transmission. 

En ce qui  con cerne l a molécule m odèle, le choix du brin d’ ADN doi t prendre en  
compte les contraintes techniques suivantes. Nous souhaitons quantifier par les méthodes 
spectroscopiques l es na tures de s l iaisons c himiques e ntre gr oupes r éactifs de  l ’ADN e t 
surfaces é tudiées. P our avoir un s ignal e xploitable, nous  de vons c hoisir un br in c ourt, 
évitant une superposition de l iaisons qui  écranteraient le  s ignal, mais contenant tous les 
groupes réactifs présents dans la structure de l’ADN. Nous avons donc choisi de réduire 
la s tructure c omplexe d e l’ ADN à  l’ étude de  la  Thymidine 5’ -monophosphate, not ée 
dTMP, qui contient en effet les trois parties essentielles de l’ADN : le groupe phosphate,
le groupe sucre, et la base ADN, ici la Thymine. La limitation de l’étude à une base et à 
une t aille de  m olécule courte a l ’avantage d e m aximiser l e r apport « signal s ur br uit »,
c’est-à-dire en maximisant le  s ignal des groupes en interaction par rapport aux groupes 
libres n’interagissant pas avec la surface. De plus, c’est un système modélisable en DFT, 
grâce à un nombre d’atomes limité (environ une trentaine d’atomes sans compter ceux de 
la surface), ce qui permettra en conséquence une comparaison optimale entre résultats de 
simulation et expérimentaux. La formule chimique de la  dTMP modèle est schématisée 
en Figure 28, où les parties phosphate, sucre et base ADN Thymine sont explicitées, ainsi 
que les sites réactionnels pouvant réagir avec la surface. 
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Figure 28 : Structure c himique de  l a 2-desoxy-thymidine-5’-monophosphate ( dTMP). L es s ites 
réactionnels sont explicités en rouge, e t les t rois groupes Phosphate (noir), Sucre (bleu) e t Base (rouge) 
annotés sur le schéma.

La T hymidine 5’ -monophosphate di sodium s alin h ydraté est c ommercialisée pa r 
Sigma A ldrich, dont  l a f ormule c himique e st r appelée e n Figure 29. O n pe ut d’ ores e t 
déjà remarquer que la version commerciale de la dTMP possède deux ions Na+ associés 
aux oxygènes du groupe phosphate et qu’elle se présente sous forme de gel soluble dans 
l’eau. La protonation de la dTMP en remplacement de ces ions Na+ dépend des conditions 
de pH. 

Figure 29 : F ormule c himique de  l a T hymidine 5' -monophosphate di sodium s alin hy dratée ( Sigma 
Aldrich).
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3. Méthodes expérimentales et théorique

3.1. Spectroscopie FTIR et XPS

Cette ét ude est ba sée sur deux t ypes de  t echniques d’ analyse p ar spectroscopie de s 
surfaces :

1. La spectroscopie I nfra-Rouge p ar T ransformée d e Fourier (notée FTIR, 
pour F ourier T ransform I nfraRed s pectroscopy) e st une  m éthode p lutôt 
qualitative indiquant les transformations chimiques de la surface.

2. La spectrométrie p hoto-électronique X (notée X PS pour  X-ray 
Photoelectron Spe ctrometry) pe rmet de  qua ntifier l es él éments chi miques 
présents sur la surface.

La d euxième t echnique s ’opère s ous ul tra-vide, et ana lyse l a s urface s ur une  z one 
équivalente à 1 cm² sur environ 5 nm de profondeur, tandis que la première technique est 
réalisée à pr ession a tmosphérique, s ous a tmosphère c ontrôlée. La combinaison F TIR /  
XPS permet d’identifier dans le premier cas la modification de la chimie de surface après 
greffage de la dTMP puis de déterminer l’évolution de la quantité des éléments chimiques 
clés, tels que l’azote (N), le phosphore (P), et le carbone (C) présents après greffage sur la 
surface.

L’analyse du spectre d’absorbance Infra-Rouge (IR) des surfaces et films minces est 
effectuée en t ransmission, technique t rès bi en ada ptée à l a m esure d’ échantillons 
surfaciques plans, dont le substrat est transparent aux IR. Les spectres sont obtenus avec 
un angle de 70 ° entre l’échantillon et le faisceau lumineux avec une résolution de 4 cm-1

en utilisant le spectromètre Thermo Nicolet 6700 FTIR équipé d’un détecteur DTGS. Les 
mesures s ont r éalisées da ns une  boî te à  gant sous a tmosphère ne utre ( N2 avec une  
concentration en O2 et H20 contrôlée et inférieure à 0,1 ppm). Les spectres d’absorbance 
réalisés dans le moyen IR (4 000 - 399 cm-1) sont calculés par différence de trois spectres 
de 500 s cans des échantillons modifiés avec trois spectres de 500 s cans des échantillons 
avant modification. Les neuf spectres obtenus sont finalement moyennés.

Le spectre de  l a dT MP com merciale et  i solée est ef fectué pa r R éflectance T otale 
Atténuée ( notée A TR pour  Attenuated T otal R eflectance). E n e ffet, l ’ATR e st pl us 
adaptée pour l’analyse IR d’échantillons liquides, poudreux, ou gélifiés comme la dTMP 
commercialisée. Les spectres ATR sont obtenus à l’aide d’une machine Thermo Nicolet 
iS50 FTIR. Les spectres d’absorbance sont obtenus dans la gamme 4 000 - 399 cm-1 en 
moyennant 9 spectres, obtenus par différenciation de 3 spectres de 500 scans sur le gel de 
dTMP avec 3 spectres de 500 scans réalisés sans échantillon.

Les m esures X PS sont  r éalisées sous  u ltra-vide ( 10-9 mbar) ave c l e s pectromètre 
Physical E lectronics Q uantum 2000 à mic ro-sonde à  b alayage E SCA, é quipé d’ une 
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source monochromatique Al Kα et d’un analyseur hémisphérique d’énergie électronique. 
L’échantillon est pl acé à 45 ° de  l ’analyseur et  analysé avec une  énergie de passage de 
29,35 eV et une résolution de 0,125 eV par étape, sur 15 à 20 eV. Les scans sont obtenus 
pour les régions Si 2p (94 – 110 eV), Al 2p (67 – 82 eV), O 1s (526 – 542 eV), C 1s (279 
– 296 eV), N 1s (392 – 410 eV), et P 2p (124 – 142 eV).

Une description détaillée des trois techniques utilisées est disponible en Annexe 1.

3.2. Calculs théoriques

Afin de déterminer les états chimisorbés de la dTMP sur les surfaces étudiées, nous 
effectuons des calculs à l’échelle atomique dans le formalisme de la DFT via le logiciel 
VASP (Vienna Ab initio Simulation Package). Une description complète des paramètres 
utilisés est disponible dans l’article publié dans le journal Journal of Physical Chemistry
(Calais et al., 2015). Notons que la modélisation a été effectuée uniquement sur la surface 
d’Al2O3, c ompte t enu des r ésultats expérimentaux obt enus s ur les t rois sur faces, 
développés dans la section 5. La surface d’Al2O3 est modélisée par une structure de type 
corundum a vec une  or ientation ( 0001). La c ellule uni té e st r épétée dans l es t rois 
directions de  l ’espace ( 4 × 2 × 2) e t un espace de 25 Å est l aissé l ibre en surface, de  
manière à cons truire un e t ranche de  m atière i nfinie s ur l aquelle pour ra être d éposée l a 
dTMP. Le volume de la cellule unité est de 19,057 × 16,503 × 34 Å3 avec une surface de 
3,145 nm². Les atomes d’aluminium et d’oxygène du bas de la cellule sont gelés de façon 
à simuler les conditions d’une alumine massive. La surface d’alumine est hydrolysée par 
« réaction » de dissociation de 16 molécules d’eau afin de reproduire l’état hydraté de la 
surface ex périmentale. La s tructure m odèle ob tenue c orrespond don c à  une  cellule 
périodique dans les trois directions d’Al96O176H64, surmontée par un espace vide.

Les calculs D FT pr ésentés i ci s ont ef fectués da ns l e vi de à 0 K. Or, les r éactions 
chimiques e nvisagées i mpliquent l a pr ésence de m olécules d’ eau. A insi, l ’adsorption 
dissociative de la dTMP sur les surfaces d’Al2O3 hydratées est réalisée par substitution de 
n molécules d’eau pour une molécule de dTMP suivant l’équation (2.5), n dépendant de 
l’empreinte, et donc de l’orientation de la molécule sur la surface.

[𝐴𝐴2𝐴3(0001) − 16(𝐴𝐻,𝐻)] + 𝑂𝑆𝑀𝑃
→ [𝐴𝐴2𝐴3(0001) − (16 − 𝑛)(𝐴𝐻,𝐻) − 𝑂𝑆𝑀𝑃] + 𝑛𝐻2𝐴

(2.1)

Si la référence pour les énergies de formation est prise sur les espèces isolées placées 
à l’ infini le s un es de s autres, la dT MP e t le s molécules d ’eau consommées pour  l es 
réactions s ont considérées s olvatées à  l ’infini. C onformément a ux m odes de  calcul de  
solvatation COSMO (Klamt and Schüürmann, 1993), des énergies de solvatation de 1 eV 
pour chaque dTMP et 0,5 eV pour chaque molécule d’eau ont été appliquées. 
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En plus du logiciel de calcul VASP, le logiciel Turbomole 6.1 (Ahlrichs et al., 1989)
a été utilisé pour calculer le spectre vibrationnel de la molécule isolée mais en solution de 
la dTMP, sous forme anionique, et pour déterminer les modes de vibration de la molécule 
greffée par le groupe phosphate sur la surface d’Al2O3, dont la structure chimique a été 
déterminée précédemment par DFT sur les dix configurations. Afin d’alléger les temps de 
calculs e n utilisant T urbomole, la c ellule r éactionnelle e st modé lisée pa r la  s tructure 
Al16O51H11Na37Mg3, où  l es i ons N a e t M g sont ut ilisés pour  s aturer l es a tomes 
d’oxygènes.

Au total, dix positions initiales de la dTMP sur la surface ont été étudiées de façon à 
explorer divers scenarii pour la formation d’une ou plusieurs liaisons covalentes entre la 
dTMP et la surface.



4. Protocoles Expérimentaux

67

4. Protocoles expérimentaux

4.1. Matériel général

Une solution à base de chlorure de sodium (NaCl, Sigma Aldrich) est utilisée en tant 
que s olution de  c ontrôle pr opre à  d éterminer l ’influence du s olvant s ur l es s urfaces 
considérées. D ’autres s olvants c omme l ’acétone ( Fisher), l ’hydroxyde d’ ammonium 
(40 %, Sigma Aldrich), le dichlorométhane (Fisher), l’acide sulfurique (98 %, qualité C-
MOS, JT Ba ker), l e pe roxyde d’ hydrogène ( 30 % , qua lité C -MOS, JT B aker), et  l e 
triméthylaluminium A l2(CH3)6 (TMA) ont  é té ut ilisés pour  l a pr éparation de s s urfaces 
modèles. D’autre part, l’eau utilisée dans toutes les étapes de préparation de surface ou de 
fonctionnalisation est dé -ionisée pa r s ystème M illipore ave c un e r ésistivité de  
18,2 MΩ.cm et désoxygénée par flux d’azote. 

Enfin, les surfaces modèles sont préparées sur substrats de silicium (100) dopé N de 
type CZ commercialisés par Atecom. Les wafers CZ, pour Czochralski (Zulehner, 1983),
plus la rgement ut ilisés e n micro-électronique, pos sèdent un de gré de  pur eté m oins bon 
que les wafers FZ. Les premiers sont donc utilisé pour les surfaces SiO2 et Al2O3 car le 
niveau de pureté du wafer aura moins d’incidence sur l’étude des surfaces, tandis que les 
wafers F Z ont é té utilisés pour  l es s urfaces S iH. La r ésistance de s w afers es t de  20  à  
60 Ω.cm pour une épaisseur de 500 à 550 nm recouvert d’un ox yde t hermique de  5 à  
10 nm d’épaisseur.

4.2. Préparation de la surface d’Al2O3 avec terminaison -OH

La s urface d’Al2O3 est obt enue pa r D épôt pa r Couche A tomique ( noté A LD, pou r 
Atomic Layer Deposition) sur des substrats CZ de silicium oxydé préalablement nettoyés 
par tr aitement « Piranha ». L’oxyde t hermique es t ens uite g ravé pa r t raitement H F 
pendant 20 s ec, pui s r ecrût c himiquement pa r i mmersion s uccessive da ns l es s olutions 
SC1 et S C2 pendant 15 min à  8 0 °C . La c ouche d’ Al2O3 est ens uite dé posée pa r A LD 
(Cambridge Nanotech Savannah) à partir des précurseurs TMA et H2O. La technique par 
ALD permet un contrôle du dépôt couche atomique par couche atomique sur des surfaces 
à h aut r apport de  f orme g râce à u ne version « pulsée » du pr océdé classique de  D épôt 
Chimique en phase Vapeur (CVD pour Chemical Vapor Deposition). Il se décompose en 
deux é tapes. D ans un pr emier t emps, l e T MA se di ssocie s ur l a s urface du w afer de  
silicium pour  f ormer de s c omplexes A l-CH3. L’excès de  T MA qui  n’ a pa s r éagi es t 
ensuite évacué par pompage. Ensuite, H2O est envoyé sur la surface en phase vapeur pour 
réagir avec les groupes méthyls des complexes Al-CH3 pour donner CH4 et la formation 
d’Al2O3 avec t erminaison –OH. R igoureusement, suivant ce p rocédé par ét ape, une 
couche at omique es t déposée pa r cycle. Dans no tre c as, la surface d’Al2O3 est obt enue 
après 20 cycles de  T MA et  de  H2O pour  obt enir une  é paisseur finale d ’environ 2 nm . 
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L’épaisseur est vé rifiée pa r el lipsomètre ( Horiba J obin U VISEL). E nfin, l es s urfaces 
d’alumine s ont ne ttoyées pa r s onication pe ndant 10 m in da ns l e di chlorométhane, 
l’acétone, et  enfin le m éthanol. Un spectre d’ absorbance IR est r éalisé ava nt et ap rès 
dépôt de  l a c ouche d’ Al2O3 de f açon à dé terminer l es car actéristiques s pectrales d e l a 
surface.

Un exemple de spectre d’absorbance obtenu après dépôt d’Al2O3 sur substrat de SiO2

est présenté en Figure 30. On y observe l’apparition d’un large et intense pic à 955 cm-1,
propre a u m ode d e vi bration LO ( Longitudinale O ptique) de s phonons  d’ Al2O3,
démontrant le dé pôt ef fectif. Les aut res pi cs aut our de  1 650 c m-1 correspondent à  une  
pollution aux hydrocarbures, liée à la chambre d’ALD, qui sera discutée plus tard dans le 
chapitre. U ne nouv elle f ois, l a r épétabilité de s s pectres obt enus s ur une  qui nzaine 
d’échantillons témoigne de la fiabilité du procédé de dépôt par ALD.

Figure 30 : Spectre d'absorbance IR de la surface Al2O3 après dépôt par ALD d'une couche de 2 nm
d’épaisseur d'Al2O3 sur la surface SiO2 de référence. Le pic d’absorbance observé à 955 cm-1 correspond 
aux phonons d’Al2O3, tandis que les autres pics autour de  1 650 cm-1 correspondent à une  pollution aux 
hydrocarbures.

4.3. Greffage et analyse de la dTMP

4.3.1. Analyse IR de la dTMP commerciale

Avant dissolution de la dTMP en solvant aqueux, une analyse de l’absorbance IR de 
la m olécule s ous f orme de  g el es t r éalisée pa r A TR. Le s pectre d’ absorbance d e l a 
molécule, obtenu par soustraction entre un spectre réalisé à vide et un spectre réalisé sur 
la dT MP, est pr ésenté e n Figure 31. O n y voi t c lairement l es ba ndes d’ absorbance des 
différents groupes chimiques de la dTMP, dont la formule chimique est donnée en Figure 
28. L’assignation des longueurs d’onde aux différents groupes chimiques a été validée par 
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des calculs théoriques DFT du spectre vibrationnel de la dTMP. Un assignement complet 
des pics d’absorbance est proposé en Annexe 2. Pour rappel, nous dissocions la dTMP en 
trois pa rties di stinctes que l ’on nom mera da ns l es pa rties s uivantes gr oupe phosphate,
groupe sucre, et le groupe thymine, notés respectivement P, S et T sur les spectres.

Figure 31 : Spectre d'absorbance IR de la dTMP obtenu par ATR.

L’analyse détaillée du spectre présenté en Figure 31 montre deux pics d’absorbance
autour de  1 700 cm-1, a ssociés à  l a vi bration e n é longation ( stretching) coupl ée d es 
liaisons C =O s éparées p ar N -H da ns l e groupe thymine, c alculées r espectivement pa r 
DFT à 1 662 et 1 691 cm-1. La z one i ntermédiaire, c orrespondant à l a r égion 1 100 –
1 400 cm-1, est quant à elle difficile à décrire à cause du recouvrement de plusieurs modes 
de vi bration de l a pa rt de s t rois p arties d e la dT MP. A titr e d ’exemple, les c alculs 
théoriques ont  m ontré q ue l a b ande d ’absorbance expérimentale à 1  274  cm -1 (dont l a 
valeur c alculée es t 1 257 c m-1) c orrespond à  s ix c ontributions du g roupe thymine et 
sucre. Usuellement, cette bande a ét é associée au groupe sucre (Mathlouthi et al., 1984)
mais nos  c alculs ont  m ontré une  c ontribution du g roupe t hymine, not amment vi a l a 
déformation de la l iaison N-H qui  se couple aux modes de vibration de  la partie sucre.
Ensuite, les deux pics intenses à basse fréquence (971 et 1 060 cm-1) sont caractéristiques 
du groupe phosphate. Les calculs par DFT prédisent des bandes d’absorbance à 1 099 et 
955 c m-1. Enfin, les de ux pi cs à t rès f aible f réquence s ont associés à de s dé formations 
globales des différentes parties de la molécule. Notons enfin que les spectres IR obtenus 
se di fférencient de  ceu x pub liés da ns l e pa ssé, notamment pa r M athlouthi et al .
(Mathlouthi et al., 1984). Ceci peut provenir de l’utilisation de la thymidine sous forme 
solide qui induit un état de liaison intermoléculaire très différent des gels étudiés ici. Le 
Tableau 4 récapitule l’assignation des pics principaux obtenus expérimentalement et par 
le calcul. Pour rappel, un tableau plus complet est disponible en Annexe 2.
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Tableau 4 : Assignation des bandes d’absorption de la dTMP mesurées par ATR et calculées par DFT 
sur la molécule isolée. La numérotation des atomes suit celle de la Figure 28. Les parties Thymine, Sucre et 
Phosphate s ont n otées T , S e t P  r espectivement. Les m odes de  v ibration s ont notés s t. ( stretching), tw . 
(twisting), ro. (rocking), wa (wagging), b.  (bending), sc. (scissoring), um. (umbrella), sy. (symmetric), a s 
(asymmetric). Enfin, les intensités sont notées vs pour très intense, s intense, m moyenne, w faible, vw très 
faible.

Fréquences IR 
expérimentales

Intensité 
mesurée

Fréquences IR 
calculées

Intensités 
calculées

Assignation aux modes 
vibrationnels

1682 vs 1691 vs T: C2=O2 st., NH b.

1662 vs 1662 vs T: C4=O4 st., NH b.

1478, 1438 m 1446-1417 w
T: CH3 sc.
S: CH b., CH2 sc.

1274.5 m 1257 ms
T: N1-C6 st., CH b., NH b.
S: CH b., OH b., CH2 ro.

1060
(1020-1160)

vs

1099,1120 vs
P: P-O as. st.
S: CH tw.

1109 ms
T: N1-C2 st., C2-N3 st.
TS: N1-C1' st.
S: C1'-C2' st., CH2 tw.

1041 s
S: C1'-C2' st., C2'-C3' st., CH2

tw.
S, P: C5'-O st.

1022 s S: C-C st.

971 (920-990)
955 s

T: CH3 ro.
S: C4'-O st.

928 s P-O-Al sy. st.

4.3.2. Greffage de la dTMP

Après analyse IR, une  solution mère de  dTMP concentrée à 50 m M est préparée à  
partir de 5 mg de dTMP dissous dans 273 µL d’eau ultra pure, puis stockée à -10 °C. Le 
greffage de la dTMP sur les surfaces est réalisé par immersion des échantillons dans une 
solution aqueuse concentrée à 50 µM en dTMP. Sauf mention contraire, l’incubation dure 
1 h, sous azote, à 30 °C, maintenue en immergeant le tube à essai dans un bain d’huile. 
Après r éaction, l’échantillon est dé licatement s éché sous f lux d’ azote, analysé au FTIR 
sous a tmosphère d’ azote, pui s a nalysé pa r X PS s ous ul travide ( 10-9 mbar). L’ordre de s 
analyses a été décidé afin d’éviter toute contamination liée au transport de l’échantillon et 
à l ’environnement pol luant de  l ’XPS ( mise s ous vi de, pui s s ous a tmosphère) l ors de  l a 
mesure IR.
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5. Résultats du greffage de la dTMP sur surfaces d’Al2O3

Le spectre d’absorbance de la surface d’Al2O3 après incubation dans une solution de 
dTMP concentrée à 50 µ M pendant 1 h à  30 °C  est obtenu après soustraction du s pectre 
de la surface d’alumine avant incubation et est présenté en Figure 32.

Figure 32 : Spe ctre d ’absorbance IR de l a s urface d’ Al2O3 après i ncubation dans u ne s olution de  
dTMP concentrée à 50 µ M pendant 1 h à 30 ° C. La référence est prise sur la surface d’alumine nettoyée 
avant réaction.

On y voi t pl usieurs pi cs t émoignant d’ une m odification m ajeure d e l a chi mie de  
surface de l’Al2O3, avec trois zones distinctes :

La zone 1 500 – 1 750 cm-1, dominée par un large et intense pic centré sur 1 700 cm-1,
caractéristique d e l a vi bration de  l a l iaison C =O du groupe thymine. L e doubl e pi c à 
1 515 e t 1 54 5 cm-1 est également at tribué à l a l iaison C=O de  l a pa rtie thymine, mais 
cette fois ci en interaction avec la surface, comme reporté dans la l ittérature sur surface 
d’or (Petrovykh et al ., 2003). Enfin, on obs erve une perte de l ’absorbance à 1 585 cm-1

attribuée au retrait d’ impuretés carbonées, affectant de  façon i ndésirable l a qu alité des 
pics précédents. 

La zone 1 050 – 1 500 cm-1 présente de  nombreux pics de  faible intensité que  l ’on 
peut as socier à l a dT MP. Le f aible pi c à 1 361 cm-1 peut êt re as socié a ux vi brations 
couplés de s groupes sucre et thymine correspondant à  l a vi bration à  1 369 c m-1 de l a 
dTMP isolée (voir Figure 31). Le pic à 1 275 cm-1 est associé au couplage des vibrations 
d’élongation de  l a l iaison N-C et  de  déformation de  l a l iaison NH du gr oupe thymine.
Enfin, les pics entre 1 000 et 1 200 cm-1 correspondent à des modes de vibration liées au 
phosphate.
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La z one 800 - 1 050 cm-1 est m arquée pa r une  t rès i mportante pe rte d’ absorbance
observée à 955 cm-1, associée au mode de vibration LO des phonons d’Al2O3. Cette bande 
d’absorbance apparaît positivement après le dépôt par ALD d’Al2O3 sur la surface SiO2

(voir Figure 30). La p erte d’ absorbance est do nc cohé rente avec l a p erturbation des 
phonons des couches supérieures pouvant être causée par la chimisorption de la dTMP. 
Une observation similaire avait pu être réalisée lors du greffage de molécules sur surface 
SiO2 (Dai et al., 2010).

Avec l’aide des calculs DFT, nous proposons une assignation détaillée des fréquences 
calculées et  obs ervées e xpérimentalement en IR ( voir Figure 32) da ns l e Tableau 5 ci-
dessous. P lusieurs c onfigurations d’ accroche de  l a m olécule s ur l a s urface ont  é té 
calculées : par le groupe phosphate, le sucre et la thymine. Pour chaque configuration, 
l’énergie de  lia ison est calculée afin de  dé terminer l es f ormes de  greffage l es pl us 
probables. Une vu e s chématique de s d ifférentes configurations t estées est pr ésentée en 
Annexe 3, et toutes les é nergies d’ adsorption, le s dé tails de s lia isons f ormées, et 
l’évolution des structures dans leur globalité sont donnés en Annexe 4.

Tableau 5 : Assignation des fréquences IR de la dTMP ayant réagi avec la surface. La numérotation 
des a tomes s uit c elle d e la  Figure 28. L es groupes Thymine, Suc re e t P hosphate s ont not ées T , S e t P  
respectivement. Les m odes de v ibration s ont not és s t. (stretching), t w. (twisting), ro. (rocking), w a 
(wagging), b.  ( bending), s c. (scissoring), um . ( umbrella), s y. (symmetric), a s ( asymmetric). E nfin, le s 
intensités sont notées vs pour très intense, s intense, m moyenne, w faible, vw très faible.

Fréquences IR 
expérimentales

Intensité 
mesurée

Fréquences IR 
calculées

Intensités 
calculées

Assignation aux modes 
vibrationnels

1700; 1600 vs 1715; 1706 vs T: C=O st.

1545; 1515 m 1591; 1515 m T: C-O-Al st.

1361 w Gamme 1290-1375 w
T: NH b., CH b., CH3 um.
S: OH b., CH b., CH2 ro.

1275 m Gamme 1235-1257 m
T: N1-C6 st., CH b., NH b.
S: CH b., OH b., CH2 ro.

1196 m 1141 s
P: P=O coupled with OH 
surface bending

1150 m 1184-1136 range m

T: N1-C2 st., C2-N3 st.
TS: N1-C1' st.
S: C1'-C2' st., C3'-C4' st., CH2

tw.
1040 m 1027-1061 S, P: C5'-O-P st.

Pic négatif:
Perte d’OH

vs 955 s P-O-Al st.

Tout d’ abord, on obs erve une  bonne  c oncordance e ntre r ésultats ex périmentaux et  
théoriques de s fréquences vi brationnelles d es l iaisons C =O du groupe thymine, où  l a 
fréquence à 1  700 cm-1 correspond à la l iaison C=O libre, donc sans interaction avec la 
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surface. Cette fréquence est décalée vers les plus basses longueurs d’ondes (~ 1 500 cm-1)
lorsque la liaison réagit avec la surface, pour former la liaison covalente C-O-Al.

Ensuite, les deux contributions à 1 361 cm-1 et 1 275 cm-1 sont associées aux liaisons 
couplées d es groupes thymine et sucre (CH, OH en dé formation, N -C e n m ode 
élongation). Ces contributions déjà existantes dans le spectre de la dTMP isolée montrent 
une absence d’interaction de ces atomes avec la surface.

Ensuite, la plus forte interaction du P -O calculée à 1 141 – 1 191 cm-1 est associée à 
l’élongation d’ un P -O non -covalent à l a s urface, m ais i nteragissant pa r l iaisons f aibles 
avec les terminaisons –OH de l’alumine. Le pic à 1 040 cm-1 correspond lui à l’élongation 
de la  lia ison P-O-C. E nfin, l a vi bration d e l a l iaison P -O-Al t émoignant du g reffage 
covalent de la dTMP sur la surface par le groupe phosphate est calculée à 955 cm-1, dans 
la z one c aractéristique des phonons  de  l ’alumine. Les i nteractions c omplexes e ntre l a 
surface, le s olvant et  l a m olécule rendent cep endant di fficile l ’assignation précise des 
vibrations de s l iaisons l iées a u groupe phosphate. E n e ffet, s uivant l es é tats de  
protonation ou dé protonation du g roupe phosphate, des dé calages de s f réquences 
vibrationnelles pe uvent être i mportants. P ar exemple, on pe ut obs erver un dé calage de  
1 141 cm-1 à 1 191 c m-1 lorsque la liaison anionique P-O- devient la double liaison P=O. 
De même, une liaison du phosphate sur 2 Oxygènes de la surface est possible, conservant 
la double liaison P=O dont la fréquence est alors décalée de 1 196 à 1 182 cm-1. Enfin, la 
protonation du g roupe phosphate pos sible pa r un é change N a+ / H + avec l a s urface 
entraîne un décalage de la fréquence de la liaison P-O-Al de 955 cm-1 à 1 044 cm-1, dans 
la zone de fréquence de P-O-C.

Les s chémas de  l a Figure 33 résument l es f réquences vi brationnelles c alculées e t 
observées expérimentalement du Tableau 5 en les associant aux différents groupes de la 
dTMP, suivant son état d’adsorption sur la surface.

Figure 33 : Schéma des attributions schématique des fréquences vibrationnelles de la dTMP suivant 
son état d'adsorption sur la surface (physisorbé à gauche, chimisorbé à droite).
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Au-delà d e l ’assignation des pi cs obs ervés en IR, les cal culs DFT pe rmettent de  
déterminer l es configurations f inales l es pl us s tables a près f ormation de  l iaisons 
covalentes se formant entre la molécule et la surface d’Al2O3. Globalement, dans toutes 
les configurations testées, on observe une transformation des liaisons C=O et P=O en C-
O-Al e t P -O-Al ap rès r éaction avec l es t erminaisons –OH de  l ’alumine h ydratée. La 
combinaison la plus stable (n° 8) schématisée en Figure 34, est obtenue par greffage sur la 
surface par les liaisons covalentes P-O-Al et C-O-Al des parties phosphate et thymine et 
l’établissement de nombreuses liaisons faibles hydrogènes et Van der Walls, justifiant la 
stabilité de la version « étalée » de la molécule. Globalement, la partie sucre n’interagit 
pas avec la surface, pour causes de problème stérique. Enfin, le greffage de la dTMP est 
prédit par les calculs DFT, aussi bien par la thymine que par le phosphate. Ce dernier 
peut e n e ffet é tablir u ne ou de ux l iaisons a vec de s a tomes d’ Al sur l a s urface, 
complexifiant la lecture des graphes expérimentaux.

Figure 34 : Chimisorption de la dTMP sur surface d’Al2O3 hydratée (avec terminaison –OH) dans le 
cas le plus stable, i.e. avec formation de liaisons covalentes par le phosphate et la partie thymine.

Pour conclure, les calculs DFT ont permis d’analyser les spectres IR en assignant les 
pics d’ absorbance obs ervés a u ni veau de s l iaisons de  l a dT MP a vec l a s urface. D eux 
« modes » de greffage s emblent pa rticulièrement pl ausibles : un pr emier pa r l e g roupe 
phosphate, un s econd par le groupe thymine. Si le greffage par le groupe thymine est 
facilement i dentifiable grâce aux  pi cs à 1  515 cm-1 et 1 700 c m-1, c elui pa r l e groupe 
phosphate est plus difficile à cause des multiples états possibles des O liés au P, bien que 
la thermodynamique semble être préférable à un greffage par le groupe phosphate.

La m odification importante de  l a s ignature s pectrale d e l a s urface d’ Al2O3 après 
incubation avec l a d TMP dé tectée pa r F TIR et  l es calculs t héoriques d émontrent 
incontestablement une chimisorption dissociative de la dTMP sur la surface d’Al2O3. Ces 
observations sont confirmées par les analyses XPS de la surface, présentés en Figure 35,
montrant l ’évolution de s quatre éléments pr incipaux N , P , C et O  de l a dTMP sur l a 
surface d’Al2O3 avant (courbe noire) et après (courbe rouge) incubation.
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Figure 35 : Spectres XPS de trois éléments principaux de la dTMP (N, P, C) déposée sur surface Al2O3

(50 µM pendant 1 h à 30 °C). La courbe pointillée correspond au signal de référence (surface d’alumine) et 
la courbe continue correspond à la surface d’alumine exposée à la dTMP.

L’évolution du s ignal de  l ’oxygène n’est pa s r eprésentative à c ause de  s a pr ésence 
dans l a co uche d’ Al2O3 et da ns l e s ubstrat de  S iO2 sur l equel a ét é d éposée l a cou che 
d’alumine. D e f ait, l ’apport d’ oxygène pa r l a d TMP e st né gligeable pa r r apport à  l a 
quantité ini tialement pr ésente. On not e par co ntre une cl aire apparition du signal d e 
l’azote et du phosphore, démontrant la présence de la dTMP à la surface. L’énergie de 
liaison de N 1s située entre 402,8 et 403,3 eV est légèrement plus élevée que les énergies 
publiées pour la thymine adsorbée sur surface d’or (401,1 - 402,1 eV (Barber and Clark, 
1970) ; 400,4 eV (Roelfs et al., 1997) ; 400,5 - 401,0 eV (Petrovykh et al., 2003)). Nous 
attribuons cette différence à l a proximité de la base azotée de la thymine avec la surface 
d’Al2O3 par rapport au métal noble. Le signal du phosphore étant plus faible, il est plus 
intéressant de  l e comparer av ec celui de  l ’azote plutôt que  de  l ’analyser s eul ( voir 
paragraphe s uivant). D e pl us, l ’intensité i nitiale du carbone témoigne e ncore une 
nouvelle fois de la contamination aux hydrocarbures de la surface avant la réaction avec 
la dT MP. Des ex périences com plémentaires présentées en Annexe 5 ont identifié 
l’origine d e la  contamination au dépôt pa r A LD d e l a couche d ’alumine. Malgré l a 
contamination initiale, o n not e une  ne tte a ugmentation du s ignal du carbone (environ 
30 %), surtout entre 286 et 289 eV, confirmant la présence de dTMP sur la surface.
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La technique d’analyse par XPS étant quantitative, il est possible d’établir la pureté 
du film de dTMP déposé sur la surface d’Al2O3 grâce aux rapports des éléments P, C et N 
de l a m olécule, co ntenant 1 P , 2 N e t 10 C  (voir Figure 28) (Kwon et al ., 2007 ).
Autrement di t, le r apport de s ai res de s pi cs des s ignaux P / N et  C / N doi vent 
théoriquement va loir 0,5  e t 5 r espectivement. E xpérimentalement, à p artir de s s pectres 
XPS de la Figure 35, le ratio P / N est de 0,48, donc très proche de la valeur théorique, et 
le r atio C  /  N  e st de  7, 7. C es r ésultats c onfirment donc  d’ une p art que  l a dT MP a  é té 
adsorbée sur la surface et d’autre part que la surface est contaminée aux hydrocarbures, à 
cause du rapport C / N supérieur à la valeur théorique (Herne and Tarlov, 1997; Wang et 
al., 1999; Zhao et al., 1999).

L’évolution de  l a pos ition du pi c de  N  1s  e n f onction de  l a c oncentration de  l a 
solution en dTMP, présentée en Figure 36, a été étudiée entre 0,2 e t 1 00 0 µM pour les 
mêmes c onditions d’ incubation ( 1h à  30 °C) a fin d’étudier qua litativement le  f ilm de  
dTMP greffé en surface. 

Figure 36 : E volution de  l a pos ition du pic N  1s  av ec l a c oncentration e n dT MP ( en é chelle 
logarithmique) pour des conditions identiques d’incubation (1 h à 30 °C).

On peut observer que la position du pi c N 1s évolue fortement avec la concentration 
en dTMP, passant de 402,0 à 403,6 eV de 0,2 à 1 000 µM, confirmant les résultats publiés 
dans l a l ittérature pour  l a s urface d’ or (Petrovykh et al ., 2003) . C eci e st dû à  l a 
superposition de  couches organiques sur des surfaces métalliques, impliquant des effets
de charges et de relaxations extra-atomiques (Petrovykh et al., 2003; Sexton and Hughes, 
1984). On note également sur la Figure 36 que l’augmentation de l’énergie de liaison est 
plus forte sur l’intervalle 0,2 - 10 µM, puis se stabilise, laissant supposer une saturation 
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de la surface pour une concentration supérieure à 10 µM. Il est vraisemblable qu’au-delà 
de cette concentration, on observe un dépôt de dTMP en multicouches. 

En conclusion, les analyses XPS conf irment clairement la présence de  dTMP sur la 
surface d’ Al2O3, observée l ors de s ana lyses IR. L’analyse qua ntitative r éalisée s ur l es 
éléments N, P e t C  ont permis de  montrer la bonne qualité du f ilm biologique adsorbé, 
c'est-à-dire l’intégrité de la molécule est préservée après réaction, malgré une pollution de 
la s urface aux  h ydrocarbures. L’influence de  l a conc entration est é galement cl aire et  
suggère une formation de multicouches sur la surface au-delà d’une concentration limite 
de 10 µ M. C ompte t enu de s c onditions e nvironnementales de s a nalyses X PS, nous 
pouvons don c déduire que  l a dT MP s e c himisorbe s ur l a surface d’ Al2O3, par 
formation d e l iaisons c ovalentes dont l a s ignature s pectrale a ét é d étectée l ors d e 
l’analyse IR présentée en Figure 32.

Les premières analyses IR et XPS ont démontré la présence de dTMP chimisorbée sur 
la s urface d’ alumine et s uggère l a f ormation de m ultiples couc hes au -delà d’ une 
concentration limite de 10 µM. Les calculs DFT ont permis d’assigner les pics observés 
sur l es s pectres. Deux m odes de  g reffage sont m is e n é vidences :  un pa r l e g roupe 
phosphate (bande d’ absorbance de  P -O-Al à 9 55 cm-1) e t un pa r l e groupe thymine
(bande d’absorbance de C-O-Al entre 1 515 et 1 550 cm-1) (voir Figure 34). Ce dernier a
pu être vérifié expérimentalement tandis que le premier est masqué par un phénomène de 
gravure des couches supérieures de l’alumine non-expliqué jusqu’à présent.

Nous proposons donc dans la dernière partie de ce chapitre d’étudier plus en détail les 
paramètres expérimentaux (en concentration, solvant, température et durée d’incubation), 
afin de  va lider d’une pa rt l e greffage de  l a dTMP par s es différentes pa rties, et d’ autre 
part c omprendre l ’origine du phé nomène d e gravure observé. Enfin, à ce s tade, ces 
résultats montrent que l’ADN possède structurellement une affinité particulière pour une 
surface nous intéressant particulièrement, et justifient en conséquence la stratégie biotine-
Streptavidine décrite dans le premier chapitre.
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6. Etude des  pa ramètres inf luençant l’ interaction ent re ADN 
et Alumine

6.1. Calcul de la concentration de dTMP par unité de surface

Les spectres d’absorbance IR de surfaces d’Al2O3 après incubation dans une solution 
de dTMP de concentrations variables allant de 0,7 µM à 1 000 µM, pendant 1 h à  30 °C, 
sont présentés en Figure 37. Chaque spectre est obtenu après soustraction du s pectre de 
référence réalisé sur la surface d’Al2O3 correspondante avant incubation.

Figure 37 : Spectres d'absorbance de la surface d'Al2O3 après réaction pendant 1 h à 30  °C dans une 
solution à di fférentes concentrations en dTMP (0,7 µM, 1  µM, 5  µM, 10 µM e t 1 mM). La référence es t 
prise sur la surface d’Al2O3 avant réaction. Les liaisons identifiées par DFT des trois parties de la molécule 
sont annotées dans la partie supérieure du graphe (T pour Thymine, S pour Sucre, P pour phosphate).

On observe tout d’abord une saturation au-delà de 10 µM de l’intensité du double pic 
1 515 - 1 545 c m-1, pr opre à  l a l iaison C -O-Al, dont  l ’aire a tteint s on maximum à  
1 000 µM (70, 39, 51  et 96 % de l’aire maximale pour les concentrations 0,7 µM, 1 µM, 
5 µM e t 1 mM r espectivement). C es r ésultats c orroborent ceux obt enus pa r X PS ( voir 
Figure 35). De même, l’aire du pic à 1 700 cm-1, attribué à la liaison libre C=O, augmente 
de f açon i mportante entre 0,7 µ M e t 5 µ M, avant de  s e s tabiliser a utour d e s a va leur 
maximale au-delà de 5 µM. En normalisant l’intensité des différents pics à 1 700 cm-1 par 
rapport à l ’intensité m aximale obt enue, on obs erve une  augmentation du pour centage 
jusque 5 µM (20 %, 26 % et 91 % pour 0,7 µM, 1 µM et 5 µM respectivement), puis une 
stagnation d u pour centage ( 100 e t 96  %  pou r 10 e t 1 000 µ M respectivement). Une 
visualisation graphique plus claire est proposée en Figure 38 (courbe noire).
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Dans un second temps, nous considérons le rapport des aires des pics C-O-Al et C=O 
en f onction de  l a c oncentration e n dT MP, a fin de  dé terminer l a pr oportion de  dT MP 
chimisorbée p ar r apport à  l a dT MP ph ysisorbée. U ne représentation graphique de  s on 
évolution est proposée sur la courbe rouge de la Figure 38.

Figure 38 : Evolution de l' intensité relative du p ic à  1 700 cm-1 (courbe noire) et du r atio des aires 
sous la courbe des pics à 1 5 15 cm-1 et 1 700 c m-1 (ratio C-O-Al / C=O courbe rouge), en fonction de la 
concentration en échelle semi-log.

On observe que  l e ratio est t rès é levé pour  d e f aibles concentrations (1,0 pui s 0,43  
pour 0,7 e t 1 µ M) pui s dé croit t rès r apidement pour  a tteindre une  va leur s tabilisée à  
0,22 ± 0,08 au-delà de 5 µM. Ces résultats suggèrent que pour une faible concentration en 
dTMP, une chimisorption par les groupements carbonyles C=O est favorisée, mais qu’au-
delà d’une concentration l imite, autour d e 5  µM, l e nombre d e molécules ph ysisorbées 
augmente considérablement.

Par ai lleurs, étant d onné l a s urface de  l a m olécule de  dT MP d’ environ 1 nm ², l a 
concentration assurant un recouvrement homogène d’une monocouche de dTMP sur nos 
surfaces de  5,7 cm² ( taille s tandard de nos  éch antillons) es t cal culée à  1,3 µM. Cette 
concentration conforte l’ordre de grandeur observé expérimentalement, entre 5 et 10 µM. 
Au-delà d e 5 µM, la q uantité d e dT MP ph ysisorbée à  l a s urface au gmente com me 
l’atteste l’ augmentation du pi c pr opre à  la  lia ison C=O libr e. Ainsi, nous e stimons la  
concentration s urfacique de  dT MP a ssurant un  r ecouvrement opt imal de  l a s urface 
d’Al2O3 à 1,3 ± 0,4 µM.cm-².
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6.2. Influence de la température et de la durée d’incubation

Nous considérons ici une concentration de dTMP fixée à 50 µM et avons fait varier la 
température de 30 °C  à 90 °C  et la durée d’incubation de 1 h à  12 h afin d’étudier leur 
impact sur le greffage de la molécule.

Les spectres d’absorbance IR des surfaces d’Al2O3 après incubation pendant 1 h dans 
une solution de dTMP en fonction de la température (30 °C, 60 °C et 90 °C) sont obtenus 
après s oustraction du spectre de  référence ét abli s ur l es s urfaces r espectives ava nt 
incubation, et sont présentés en Figure 39.

Figure 39 : Spectres d’ absorbance IR de  s urfaces d’ Al2O3 après i ncubation pendant 1 h d ans u ne 
solution de dTMP concentré à 50 µM en fonction de la température d’incubation (30 °C, 60 °C et 90 °C). 
La r éférence e st pr ise s ur l a s urface d’ alumine pr opre avant r éaction. L a pe rte de  l’absorbance des 
phonons de l’alumine est représentée sur le graphe de gauche, et le reste du spectre sur le graphe de droite, 
afin d’améliorer la lisibilité des courbes.

La première observation notable est l’augmentation du pi c à 1 700 c m-1, associé à l a 
liaison C=O libre, avec l’augmentation de la température. L’aire sous le pic croit en effet 
de 33 % à 180 % en passant de 30 °C à 90 °C. Cette augmentation forte s’accompagne 
d’une augmentation de la perte d’absorbance observée à 955 cm-1, dont l’aire augmente 
de 109 %  et 548 %  respectivement à 60 °C  et 90 °C. Comme noté précédemment, cette 
perte d’ absorbance e st l iée à  l a pe rturbation de s phonons  de  l a s urface d’alumine. Les 
autres pics propres à la dTMP adsorbée sur la surface sont également identifiés dans la 
zone 1 000 – 1 400 cm-1 mais sont difficilement quantifiables. Pour finir, on note à 90 °C 
l’apparition d’un pic à 1 100 cm-1, qui peut correspondre à un décalage du pic propre aux 
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liaisons phos phates ( voir s ection 5), ou bi en a ux phonons  du S iO2 (mode de  vi bration 
TO). La de uxième h ypothèse i mpliquerait a lors une  gravure de l a s urface d’ Al2O3,
découvrant le support en SiO2. De plus, l’élévation de la température d’incubation semble 
induire une augmentation du nombre de dTMP physisorbées à la surface, comme l’atteste
l’augmentation de 180 % de l’aire sous le pic à 1 700 cm-1 de 30 à 90 °C.

Lors de la montée en température (Figure 39), le rapport C-O-Al / C =O diminue de 
0,19 à  0,11 pui s 0,05 po ur les t empératures 30 °C , 60 °C  e t 90 ° C respectivement. Les 
évolutions de s i ntensités r elatives d es pi cs à 1 700 c m-1 et 1 515 c m-1, a insi que  
l’évolution du rapport C-O-Al et C=O sont présentés en Figure 40.

Figure 40 : Evolution de l'intensité relative des pics à 1 700 cm-1 (courbe noire), à 1 515 cm-1 (courbe 
verte) et  à  9 55 cm -1 (courbe bleue), normalisées par  rapport à l ’intensité obtenue pour une  t empérature 
d’incubation de 30 °C) et du ratio C-O-Al / C=O (courbe rouge), en fonction de la température.

La di minution du r apport est i nterprétée p ar l ’augmentation du nom bre de  dT MP 
physisorbées en surface augmentant avec la température, alors que le nombre de  dTMP 
greffés à la surface n’augmente pas. L’augmentation de l’aire sous le pic à 1 700 cm-1 (de 
180 % de  30 °C  à  90  ° C pour la lia ison C =O l ibre) e st s upérieure à  la  di minution e n 
valeur absolue de l’aire du pic à 1 515 cm-1, de 75 % et 67 % en passant de 30 °C à 60 °C 
et 90 °C  respectivement (voir Figure 40). Cela montre qu’il existe une combinaison des 
deux phénomènes, dominée par l’augmentation du nom bre de dTMP physisorbées sur la 
surface.

Les r ésultats X PS de s é léments pr opres à  l a dT MP c onfirment t oujours l e g reffage 
effectif de dTMP à l a surface d’Al2O3. Ainsi, les pics propres à l’azote et au phosphore
apparaissent nettement, avec un rapport d’aires toujours proche de 0,5 (0,45 et 0,51 après 
incubation à  30 °C e t 60 °C  r espectivement). D e pl us, l es s ignaux de l ’azote, du 
phosphore et du  carbone augmentent avec l a t empérature, d ’environ 2 0 %  ±  3 % en  
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passant de 30 °C à 60 °C. Cette observation est cohérente avec l’augmentation du nombre 
de dT MP s ur l a s urface obs ervée pa r IR. D e f açon, i ntéressante, on obs erve é galement 
une augmentation importante du signal du silicium après incubation de la surface avec la 
dTMP. Cette augmentation est encore plus marquée lorsque la température passe de 30 °C 
à 60 °C , pa ssant de  42  % à  62 %  d’ augmentation du s ignal a près i ncubation a vec l a 
dTMP. Conjointement à cette observation, on note une diminution drastique du signal de 
l’aluminium avec l’augmentation de la température. A 30 °C , la diminution du s ignal de 
l’aluminium n’excède pas 5 % après incubation de la surface avec la dTMP. Par contre, à 
60 °C, l’intensité du signal de l’aluminium diminue de 40 %. Ces observations renforcent 
l’hypothèse d’une gravure physique de l’aluminium, qui aurait comme conséquence une 
ouverture de  la surface, ou du m oins une  diminution de  l ’épaisseur d’Al2O3, rendant l e 
silicium pl us dé tectable à l ’XPS. Le s chéma d e l a Figure 41 ci-dessous i llustre c es 
observations.

Figure 41 : Schéma i llustrant la gravure physique de la couche supérieure de  l 'alumine, permettant 
d'expliquer l'évolution des signaux XPS des éléments Si et Al après exposition de la surface avec la dTMP :
après exposition de la surface avec la dTMP, les éléments organiques apparaissent ou augmentent (N, C et 
P), la quantité d’Al diminue tandis que la quantité de Si augmente.

Les spectres d’absorbance IR des surfaces d’Al2O3 après incubation dans une solution 
de dTMP en fonction de  l a durée d’ incubation (étudiée entre 1 h e t 12 h) sont obt enus 
après s oustraction du spectre de  référence dé terminé s ur l es s urfaces correspondantes 
avant incubation, et sont présentés en Figure 42. Lors de ces expériences, la concentration 
en dTMP est de 50 µM et la température de 30 °C.
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Figure 42 : Spectres d’absorbance des surfaces d’Al2O3 après incubation dans une solution de dTMP 
concentrée à 50 µM à 30 °C, en fonction de la durée d’incubation (1h, 3h, 6h et 12h). Pour chaque courbe, 
la référence est prise sur la surface d’Al2O3 propre, avant incubation.

L’augmentation de  l a d urée d ’incubation e ntraîne une  augmentation de  l a perte en  
absorbance à  955 c m-1, dont l ’aire augmente de 22, 77 e t 139 %  après 3  h, 6 h e t 12  h 
respectivement. S on é volution e st g raphiquement r eprésentée e n Figure 43. C oncernant 
les a utres pi cs pr opres à l a dT MP s ur l a z one 1 000 – 1 400 c m-1, o n obs erve pe u 
d’évolution e ntre 1 h e t 6 h d’ incubation. P ar c ontre, a près 12 h d’ incubation, un pi c 
apparaît à 1 100 cm-1, associé aux phonons du SiO2, témoin de la gravure d’Al2O3. Enfin, 
l’augmentation du pi c à  1 700 cm-1 déjà observée lors l’augmentation de la température 
d’incubation se r etrouve i ci, avec une  augmentation de  l ’aire du pi c de  1 6, 32 e t 69 %  
après 3 h, 6 h et 12 h respectivement.

Par contre, le rapport C-O-Al / C=O évolue peu et se situe dans la gamme déterminée 
précédemment en fonction de la concentration en dTMP, autour de 0,22 (voir Figure 38). 
Cependant, on note une légère augmentation entre 1 h et 3 h d’incubation (de 0,14 à 0,24) 
puis s e s tabilise e ntre 6 h e t 12 h d’ incubation, à 0,19. E n regardant pl us e n dé tail l a 
contribution des deux pics, dont l’évolution est présentée en Figure 43, on note que :

• L’aire sous le pic à 1 550 c m-1 (C-O-Al) augmente de 100 %, 78 % et 131 % 
lorsque la durée d’incubation passe de 1 h à 3 h,  6 h e t 12 h r espectivement 
(courbe verte Figure 43).

• L’aire sous le pic à 1 700 cm-1 (C=O libre) augmente de 16 %, 32 % et 69 % 
lorsque la durée d’incubation passe de 1 h à 3 h,  6 h e t 12 h r espectivement 
(courbe noire Figure 43).
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La contribution de la liaison libre C=O n’augmente que très légèrement en fonction 
du temps, comparativement à celle observée avec l’augmentation de la température (69 % 
après 12 h contre 180 % à 90 °C), suggérant que peu de dTMP se physisorbent en plus sur 
la s urface, m algré une  durée d ’incubation pl us g rande. La c himisorption de  l a dT MP 
apparaît donc  pr ogressive, a tteignant un m aximum a près 3 h  d’ incubation, 
proportionnellement au nombre de dTMP présent en surface. Cette progression est mise 
en é vidence s ur l e gr aphique de  l a Figure 43, représentant l es pour centages 
d’augmentation des aires sous les pics C-O-Al et C=O.

Figure 43 : Evolution de l'intensité relative des pics à 1700 cm-1 (courbe noire), à 1515 cm-1 (courbe 
verte) et à 955 cm-1 (courbe bleue), normalisées par rapport à l’intensité obtenue après 1 h d’incubation, et 
du ratio C-O-Al / C=O (courbe rouge), en fonction de la durée d’incubation.

Enfin, da ns l es deux ex périences en température et  en cinétique, on observe un e 
augmentation des intensités des pics de la zone 1 000 à  1 150 c m-1, mais la position des 
pics évolue. On observe ainsi un décalage de plus en plus important pour les pics 1 150 et 
1 196 cm-1 à 1 110 et 1 070 cm-1 pour 60 e t 90  °C , r espectivement ( voir Figure 39), 
phénomène qu e l ’on ob serve à nouve au l orsque l a dur ée d ’incubation e st t rès l ongue 
(12 h, voir Figure 42).

Comme dit précédemment, ce pic peut être assigné à la vibration des phosphates, dont 
la nature de protonation ou de nombre de liaisons avec la surface (bidentate, ou tridentate 
si deux ou trois oxygènes sont liés à la surface) pour de hautes températures (90 °C) et de 
longues dur ées d’ incubation ( supérieures à  6 h) . C ependant, i l pe ut é galement ê tre 
attribué aux phonons du SiO2, ce qui signifierait que la couche d’Al2O3 serait gravée dans 
ces conditions salines. Cette hypothèse est cohérente avec l’augmentation très importante 
de l a p erte d ’absorbance à 955 c m-1 associé a ux phonons  d’ Al2O3. C e phé nomène d e 
gravure pourrait induire une augmentation de la rugosité de la surface, en cohérence avec 
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l’augmentation s ignificative du t aux de  dT MP ph ysisorbée obs ervée pour de  ha utes 
températures (90 °C) et de longues durées d’incubation (supérieures à 6 h).

Enfin, l es a nalyses X PS pe rmettent de  compléter c es obs ervations. T out d’ abord, 
l’intensité du signal de l’azote et du phosphore augmente lorsque la durée d’incubation 
devient s upérieure à 3 h. P our 6 h  e t 12 h  d’ incubation, l es i ntensités de s s ignaux 
augmentent de 35 % et 53 % par rapport à celles obtenues pour 1 h et 3 h d’incubation. Le 
constat e st s imilaire pour  le  s ignal du carbone, qui  a ugmente j usqu’à 40 %  e n 
augmentant la durée d’incubation de 1 h à  12 h. D ’autre part, l’évolution des signaux du 
silicium après exposition de la surface à la dTMP s’analyse en deux temps :

• Pour des durées d’incubation courtes (1 h et 3 h), le signal du silicium décroit 
après incubation de la surface avec la dTMP, de 27 % et 66 % respectivement 
pour 1 h et 3 h.

• Pour de s dur ées d’ incubation l ongues ( 6 h  e t 12 h) , l e s ignal du silicium
augmente, de 48 % et 15 % après incubation de la surface avec la dTMP.

Enfin, le signal de l’aluminium diminue fortement après 3 h d’ incubation (79 % de 
diminution contre 4 % de diminution après 1 h d’incubation). Le signal diminue de façon 
plus mesurée après 6 h et 12 h d’incubation de 30 % et de 50 % respectivement.

Ces observations peuvent s’expliquer par un phénomène d’écrantage du signal par la 
dTMP, notamment pour les durées d’incubations courtes (1 h  et 3  h)  où  les s ignaux du 
silicium et de  l ’aluminium diminuent t ous l es de ux. P ar c ontre, pour  de  pl us l ongues 
durées d’incubation, un phénomène de gravure de l’aluminium peut être mis en cause, à 
cause d’une augmentation du s ignal du  silicium couplée à une diminution du s ignal de 
l’aluminium (voir schéma de la Figure 41).

Un résumé de s i nfluences de  l a t empérature et  de  l a dur ée d’ incubation sur l es
différents pics est proposé dans le Tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6 : Résumé de s i nfluences de  la t empérature et d e l a dur ée d’ incubation s ur la qualité du 
greffage de la dTMP.

Signal XPS Si Signal XPS Al Signal FTIR C-
O-Al Phénomène observé

Température 
élevée 
(30 °C et 60 °C)

augmente diminue diminue
Gravure d’Al2O3

Physisorption dTMP

Durée d’incubation 
entre 1 h et 3 h diminue diminue augmente

Chimisorption dTMP

Ecrantage chimique Al2O3

Durée d’incubation 
supérieure à 6 h augmente diminue stable

Gravure d’Al2O3

Physisorption dTMP
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6.3. Etude de la perte des phonons d’Al2O3

La perte d’absorbance observée à 955 cm-1 est c lairement associée à  la perturbation 
des phonons  LO d’ Al2O3. C ependant, e lle pe ut s ’expliquer pa r de ux phé nomènes 
différents, et potentiellement simultanés :

(i) La chimisorption de la dTMP sur la surface d’alumine ou l ’adsorption d’ions 
Na+ sur la surface d’Al2O3 qui modifient les modes de vibration des phonons 
par gravure chimique.

(ii) La gravure physique du film d’Al2O3 déposé par ALD (c’est-à-dire avec perte 
d’atomes d’Al).

Afin de  di fférencier l a contribution de  c es phé nomènes, nous  a vons c omparé l es 
spectres IR e t XPS des surfaces d’alumine t rempées dans une  solution saline ayant une  
charge i onique e n N aCl i dentique à  l a s olution de dT MP ut ilisée da ns l es e xpériences 
précédentes (c'est-à-dire concentrée à 100 µM). Tout d’abord, le spectre d’absorbance IR 
sur l’intervalle 800 – 1 200 cm-1 de la surface après 1 h d’incubation à 30 °C dans le bain
salin est pr ésenté s ur l a Figure 44 et comparé à c elui obt enu dans les ex périences 
précédentes.

.

Figure 44 : Spe ctres d’ absorbance I R de l a perte de  l a v ibration des pho nons d’Al2O3 après 
incubation pendant 1 h à 30 °C dans une solution saline (courbe rouge) et une solution concentrée à 50 µM 
en dTMP (courbe bleue). La référence est prise sur la surface d’Al2O3 nettoyée avant réaction. Ces spectres 
sont comparés au spectre d’absorbance IR de la surface après dépôt d’Al2O3 (courbe noire) pour lequel la 
référence est prise sur la surface de SiO2 avant dépôt ALD.

La p erte d es phonons  d ’Al2O3 est com parée en tre une  s urface i ncubée da ns une  
solution de référence concentrée à 50 µM en dTMP (courbe bleue) et une surface incubée 
dans une solution équivalente en NaCl concentrée à 100 µM, ne contenant pas de dTMP 
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(courbe rouge). La p erte e n a bsorbance de s p honons de  l ’alumine à  955 c m-1 est 
quasiment é quivalente d ans l es de ux c as, a vec 4 0 %  pour  l a surface pl ongée da ns une  
solution de NaCl et 45 % pour la surface plongée dans une solution de dTMP. De plus, 
lorsque la surface est immergée dans une solution saline, on observe l’apparition d’un pic 
à 1 090 cm-1, associé aux phonons de SiO2.

Afin de  c onfirmer l ’hypothèse de  l a gravure de l ’Al2O3, nous  a vons a nalysé 
quantitativement pa r XPS l es él éments Al et  S i avant et  apr ès i mmersion de l a surface 
d’Al2O3 dans une solution de NaCl. Les courbes sont données sur la Figure 45.

Figure 45 : Données XPS d es éléments A l et  Si d es s urfaces d'Al2O3 avant ( courbe noire) et après 
(courbe rouge) incubation dans une solution de NaCl concentrée à 100 µM pendant 1 h à 30 °C (figures du 
haut). Données XPS des éléments Al et Si des surfaces d'Al2O3 avant (courbe noire) et après (courbe rouge) 
incubation dans une solution de dTMP concentrée à 50 µM pendant 1 h à 30 °C (figures du bas).

Après immersion de la surface pendant 1 h à 30 °C dans une solution saline de NaCl, 
le s ignal de  l ’élément A l, dont  l ’énergie de  l iaison e st c entrée s ur 76 eV, di minue pe u 
(perte inférieure à 2 %). De même, on observe une faible augmentation inférieure à 2 % 
de l’aire sous le pic associé au Si non oxydé centré sur 100 eV. Au contraire, on observe 
une augmentation de 14 % de l’aire du pic secondaire à 103 eV, lié au SiO2, confirmant le
pic l ié aux phonons du SiO2 observé sur le spectre IR. On peut conclure que la couche 
d’Al2O3 peut ê tre gravée pa r l e s olvant i onique, i mpliquant une  di minution de  s on 
épaisseur e t don c l a dé tection du s ubstrat e n S iO2 (voir s chéma de  l a Figure 41), et c e 
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malgré de s c onditions d ’incubation c hoisies ne  pe rmettant pa s une  g ravure m arquée de  
l’alumine (faible durée d’1 h et de température de 30 °C).

Lorsque l a s urface e st i ncubée da ns un e s olution de  dT MP, o n obs erve une  l égère 
baisse du s ignal de l’aluminium, inférieure à 4 %, qui peut s’expliquer par un écrantage 
de l a s urface due  à l a pr ésence de  l a dT MP et pa r l a gr avure ph ysique de  l ’alumine, 
observée dans le premier cas. Enfin, le signal de Si décroit de façon marquée, avec une 
diminution de  l ’aire s ous l e pi c pr incipal à 9 9,6 e V de  24  % , e t un e ba isse du pi c 
secondaire à  103,1  eV de 6 % . Cette diminution s’explique également par un écrantage 
effectif de la surface par la molécule chimisorbée.

Les analyses couplées de ces deux méthodes nous  permettent de confirmer l ’impact 
du s olvant pol aire i onique s ur l e film d’ Al2O3, qui  pe ut ê tre gravé l ocalement, libérant 
l’accès du Si aux oxygènes du solvant aqueux qui provoquent une oxydation. La présence 
de l a dT MP l imite l e phé nomène d’ oxydation de  S i, qui  ne  s ont obs ervées qu’ à h aute 
température (90 °C) ou pour des du rées d’ incubation longues (supérieure à  6 h) . Ainsi, 
nous pe nsons que  d ans de s c onditions « normales » d e greffage, i.e. pour de s dur ées 
d’incubation raisonnables e t des t empératures de  30 °C , l a dTMP se chimisorbe par l es 
groupes phosphates et thymine sur la surface d’Al2O3, sans dégrader l’état de surface de 
l’Al2O3.

6.4. Influence du solvant

L’effet de l’utilisation d’un solvant polaire organique, le méthanol, sur le greffage de 
la dTMP sur surface d ’Al2O3 a été étudié dans les condi tions expérimentales identiques 
que précédemment. Notons que la dissolution du gel de dTMP est plus di fficile dans le 
méthanol que dans l’eau, mais les conditions en concentration en dTMP sont identiques 
dans l es d eux cas  ( 50 µM). Les s pectres d ’absorbance IR d es s urfaces d’ Al2O3 après 
incubation pendant 1 h da ns une  solution de  méthanol concentrée en dTMP à 50 µM à 
30 °C s ont obt enus apr ès s oustraction du spectre de  r éférence ét abli s ur l es s urfaces 
respectives avant incubation, et sont présentés en Figure 46.
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Figure 46 : Influence de la nature du solvant sur l'absorbance IR de la surface d'Al2O3 après dépôt de 
dTMP pendant 1 h à 30 ° C. L’incubation de la surface a é té réalisée dans le méthanol (courbe bleue) et  
dans l ’eau ( courbe rouge) av ec une  c oncentration i dentique e n dT MP ( 50 µ M), r éférencée à  l a s urface 
d’Al2O3 avant réaction.

Tous les pics déjà identifiés de la dTMP se retrouvent avec les deux types de solvant, 
eau et m éthanol, avec u ne dé finition des pi cs et de s ai res s ous l es pi cs très s imilaires. 
Cependant, on pe ut noter que la perte d’absorbance à 955 c m-1 n’est plus véritablement 
détectée lorsque la surface est immergée dans le méthanol. Profitons de cette observation 
pour r appeler qu e l a chimisorption de  l a dT MP pa r l a p artie phosphate doit a voir une  
bande d’absorption d’intensité forte calculée à 955 cm-1 pour la liaison P-O-Al. L’absence 
de ce pic dans le cas du greffage de la dTMP dans le méthanol peut s’expliquer par deux 
facteurs :

(i) Une c ompensation de  l ’absorbance né gative due  à  l a pe rte de s phon ons 
d’Al2O3 induite pa r l e g reffage de  l a dT MP e n s urface pa r l ’absorbance 
positive du greffage de la dTMP par la partie phosphate.

(ii) Un échange H + / Na + entre le s te rminaisons –OH de  l a s urface et  l a p artie 
phosphate de l a dT MP, qui  i nduirait un d écalage du pic de  P -O-Al de  
955 cm-1 à 1 050 – 1 070 cm-1.

La s econde h ypothèse e st r enforcée pa r l e f ait que l ’aire s ous l e pi c à 1 040 c m-1

augmente de 380 % dans le cas du méthanol par rapport à la solution à base d’eau. Cette 
observation renforce la conclusion du pa ragraphe précédent sur la gravure de l ’alumine 
par un effet du solvant aqueux.
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6.5. Influence de l’épaisseur de la couche d’Al2O3

Dans la partie précédente, nous avons démontré le greffage covalent de la dTMP, de 
façon théorique et expérimentale, sur des substrats de SiO2 recouvert d’un film d’Al2O3

d’épaisseur 2 nm déposé par ALD. Alors que le greffage covalent par le groupe thymine
de l a dT MP a pu être an alysé de  f açon expérimentale pa r l a s pectroscopie IR, nous 
n’avons pu vi sualiser expérimentalement, par IR ou XPS, le greffage de la dTMP par le 
groupe phosphate à cause de la bande d’absorbance de la liaison P-O-Al, car située dans 
la zone des phonons de l’alumine (environ 955 cm-1). L’idée exposée dans ce paragraphe 
est donc de réduire son épaisseur pour limiter la contribution des phonons afin de détecter 
la contribution des liaisons P-O-Al. Nous avons alors exploré le greffage de la dTMP sur 
des films ultra-minces d’Al2O3, d’une monocouche atomique (environ 0,2 nm) à 5 mono-
couches a tomiques ( environ 0,5 nm ). L es s pectres d’ absorbance de  c es s urfaces ap rès 
exposition à la dTMP pendant 1 h à 30 °C dans une solution aqueuse concentrée à 50 µM 
sont présentés en Figure 47.

Figure 47 : Spectres d’absorbance de la surface d’Al2O3 après incubation dans une solution aqueuse 
de dTMP (50 µM) pendant 1 h à 30 ° C en fonction du n ombre de  cycles de  dépôt par  ALD (1, 5 e t 20 
cycles, c' est-à-dire 0, 2 nm , 0,5 nm  e t 2 nm  e nviron)). La r éférence e st pr ise s ur l a s urface d’ Al2O3

correspondante avant réaction.

Les spectres montrent une modification de la surface quelle que soit l’épaisseur de la 
couche d’alumine. Les pics propres à la présence de la dTMP de 1 040 cm-1 à 1 700 cm-1

sont présents pour les trois épaisseurs. Cependant, certains pics présentent de plus fortes 
intensités pour  l ’épaisseur d’Al2O3 la plus f aible, notamment le pic à  1 700 cm-1 (C=O 
libre), la zone 1 500 – 1 550 cm-1 (C-O-Al) et 1 275 cm-1 (N-H) pour la surface à 5 cycles. 
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On note également une réduction drastique de l’intensité de la perte des phonons d’Al2O3

et un dé calage ve rs l es f aibles l ongueurs d’ onde pour  l ’échantillon a vec 5 c ouches 
atomiques. Enfin, on obs erve un gain d’absorbance à 955 c m-1 pour la surface préparée 
avec 1 c ycle. L’absence de pic négatif peut s’expliquer par un t rop faible recouvrement 
d’Al2O3 sur la surface.

Plus précisément, on obs erve que les pics propres à  la dTMP sont plus faibles pour 
l’échantillon avec 0,2 nm d’Al2O3 par rapport à celui avec 0,5 nm, notamment pour le pic 
à 1 700 c m-1. Ceci s uggère qu e l e nom bre d e dTMP ph ysisorbées à l a surface es t pl us 
limité lor sque l’ oxyde e st tr ès mince. Le r apport de s int ensités C =O / C -O-Al di minue 
aussi quand l’épaisseur augmente, passant de 1,82 à 0,32 puis 0,19 pour 0,2 nm, 0,5 nm et 
2 nm  d’ Al2O3 respectivement. Ceci i ndique que m ême s i l e t aux de  greffage p ar 
adsorption ou ph ysisorption de  l a dT MP e st f aible pour  l es c ouches ul tra-minces, le 
greffage est préférentiellement de type covalent. De plus, l’absence de pic négatif dans la 
région des phonons  d’Al2O3 dans l a z one 900 - 990 cm-1 du spectre de  l a surface avec 
0,2 nm d’épaisseur pe rmet d’ identifier un pi c pos itif correspondant à  l a l iaison P -O-Al, 
calculée à 955 cm-1 par DFT. Sa détection confirme enfin le greffage de la dTMP par la 
partie phosphate prédit pa r l a D FT. Ainsi, le s pectre d e l a s urface ave c 0,2 nm 
d’épaisseur d’Al2O3 présente simultanément les pics du greffage covalent de la dTMP par 
le groupe phosphate (P-O-Al à 955 c m-1) et le groupe thymine (C-O-Al à 1 515 cm-1), 
confirmant l’ étalement pos sible de  la  mo lécule s ur l a s urface, en adéquation avec l es 
calculs théoriques.

Enfin, l’analyse XPS des éléments N et Al des surfaces avec des épaisseurs d’Al2O3

de 0,2 nm, 0,5 nm  e t 2  nm  a vant e t a près e xposition a vec l a dT MP ( 1 h à  30 °C , 
concentration à 50 µM) est présentée en Figure 48.
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Figure 48 : Données XPS des éléments N et Al après réaction des surfaces d'Al2O3 avec la dTMP pour 
trois films d’épaisseur différents (0,2 nm et 0,5 nm) comparés aux résultats obtenus sur 2 nm d’épaisseur. 
Les courbes en noir correspondent au signal avant réaction et les courbes en rouge après réaction.

Tout d’ abord, on  obs erve l ’apparition ne tte du  pi c de  l ’atome N  à  40 2 e V après 
réaction avec la dTMP sur les surfaces à 5 cycles et 20 cycles, confirmant la présence de 
la molécule. Pour la surface avec 0,2 nm d’épaisseur, l’augmentation du s ignal à 402 eV 
est masqué par le bruit de la mesure, bien que la présence du mode de déformation de la 
liaison N-H à 1 275 c m-1 sur le spectre IR de la Figure 47 confirme la présence de N, et 
donc de  l a dT MP. E nsuite, l e s ignal de  l ’Al 2p a vant r éaction a vec l a dT MP ( courbe 
noire, Figure 48) augmente en valeur absolue avec le nombre de cycles, de façon logique. 
Après r éaction, on obs erve globalement une  baisse du s ignal, due  à  l a gravure d’Al2O3

discutée pr écédemment. Cette ba isse di minue e n i ntensité qua nd l e nom bre de  c ouches 
déposées augmente : 70 %  de diminution de l’aire de la courbe d’Al pour la surface à 1 
cycle, 35 %  pour  l a surface à  5 cycles, 5 %  pour la surface à  20 cycles. On peut noter 
enfin que l’augmentation du s ignal du niveau N 1s est liée à l’augmentation du s ignal Al 
2p de l’alumine restant sur la surface après réaction avec la dTMP.

La p erte du signal d’Al s’explique doubl ement, par l ’écrantage de  l a surface p ar l a 
dTMP chimisorbée et  pa r l a gravure de l a surface due  au solvant. C’est à caus e de  ces 
deux phé nomènes s urfaciques qu’ on obs erve une ba isse de  l a di minution de  c es 
intensités : plus la couche d’Al est épaisse, moins le nombre d’atomes est en contact avec 
le solvant, et donc moins le phénomène de gravure est observable.
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Enfin, la diminution du nombre de dTMP chimisorbées lorsque le nombre de couches 
d’Al2O3 diminue, observée aussi bien par FTIR que par XPS (diminution de l’aire du pic 
de l ’azote), s ’explique aussi pa r une  c ombinaison de  phé nomènes a menant à  une  
diminution de s s ites di sponibles. E ntre a utres, o n pe ut c iter l e r ecouvrement d’ Al pl us 
faible et  une  rugosité m oins é levée l orsque l es épaisseurs s ont f aibles, les di fférentes 
configurations chimiques de  l ’Al l orsqu’une couche a tomique est déposée ( liaison avec 
Si-O, stœchiométrie variable, les configurations locales des te rminaisons OH), l’état du 
substrat au moment du dépôt d’Al sur la première couche pouvant amener à des couches 
mixées… Ainsi, une étude plus poussée sur la morphologie des films d’Al2O3 déposés sur 
la surface pourrait permettre d’approfondir la compréhension des mécanismes de gravure
observés sur ces surfaces.

En conclusion, nous avons vu qu’il existe une concentration seuil au-delà de laquelle 
un dépôt en multicouches de dTMP physisorbées est présent en surface, jusqu’à atteindre 
la saturation de cette dernière. Nous avons également vu que l’élévation de la température 
et de la durée d’incubation provoque une dégradation de la surface et une diminution du 
nombre de dTMP chimisorbées à la surface, la dégradation de la surface étant due à deux 
phénomènes en compétition :

(i) Une gravure de la surface par la force ionique du solvant aqueux polaire.
(ii) Un greffage de la dTMP sur la surface perturbant les phonons d’Al2O3.

L’influence relative de  ces de ux phé nomènes é volue f ortement a vec l es c onditions 
expérimentales, le pr emier phé nomène de venant pr épondérant à h aute t empérature ou 
pour de longues durées d’incubation.
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7. Conclusions et perspectives

Cette étude, couplant calculs théoriques par DFT et analyse spectroscopique a permis 
de conclure sur deux résultats importants pour le greffage d’ADN sur les surfaces et donc 
de proposer de s s tratégies de  g reffage ad aptées et  opt imisées pour  l ’hybridation des 
nanoparticules d’ Al e t d e C uO pour  les technologies A DN appliquées à l a 
fonctionnalisation de matériaux oxydés fonctionnels.

Le pr emier r ésultat imp ortant e st la  mis e en évidence de  l a f orte i nteraction de l a 
thymine, une d es ba ses de  l ’ADN, ave c A l2O3 qui es t l a s urface qu i r ecouvre l es 
nanoparticules d’ Al ut ilisées da ns l a s uite de s t ravaux. Cette ét ude pr édit un étalement 
possible et i rréversible du br in d’ADN sur la surface de  la nanoparticule. Cet étalement 
est a léatoire, hor s é quilibre e t dé sorganisé. Il peut donc  ê tre vu c omme un f acteur 
pénalisant l ’hybridation avec un brin complémentaire (voir l e s chéma de  la Figure 49). 
Ainsi, elle justifie la stratégie définie dans le premier chapitre, basée sur la formation du 
complexe bi otine-Streptavidine. N ’ayant pa s pu  é tudier l es s urfaces C uO, nous  a vons 
choisi de suivre la même stratégie de greffage que pour Al2O3.

Figure 49 : Vue schématique d'un greffage spécifique d'un brin d'ADN, par exemple par formation du 
complexe bi otine-Streptavidine, di sponible pour  s 'hybrider av ec un br in c omplémentaire, e t un gr effage 
non-spécifique, où l e brin d’ADN est physisorbé, ou « allongé », sur la surface de la particule. Il ne peut 
donc s’hybrider avec un brin d’ADN complémentaire.

Cependant, ce résultat peut amener à r econsidérer l ’utilisation du complexe biotine-
Streptavidine : un greffage di rect et  opt imisé en termes de  n ature de spacer ou de  
longueur de  b rins pe rmettrait de  s ’affranchir de  l ’intermédiaire pr otéinique grâce à l a 
forte a ffinité de  l ’ADN avec l a s urface. En effet, il s erait i ntéressant de  com parer l es 
stratégies de  greffage di rect ou p ar ut ilisation du c ouple bi otine-Streptavidine dans l a 
perspective d’une analyse quantitative de fonctionnalisation de surfaces par brin d’ADN, 
en termes de  couve rture de  g reffage et  de  l a co nservation de l a f onctionnalité du br in 
d’ADN.
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Le de uxième r ésultat i ntéressant qui  dé passe l e s trict cadr e de  cet te t hèse es t l a 
proposition d’ une m éthode de  f onctionnalisation s imple e t nova trice pour  l e gr effage 
covalent d’ ADN s ur s urfaces ox ydées, pa r couverture d e l a s urface d’ une c ouche 
atomique d’Al2O3 permettant de s’affranchir du greffage d’un intermédiaire chimique.

Enfin, plusieurs perspectives intéressantes s e dégagent pour  la suite de  ces t ravaux. 
Tout d’ abord, i l s erait intéressant d’ approfondir l a caractérisation du film d’ alumine 
déposé pa r A LD, e t c e e n f onction de  s on é paisseur. E nsuite, malgré la  s imilitude 
chimique des différentes bases, il conviendrait de mener une étude similaire sur les autres 
nucléotides af in de hi érarchiser l es af finités ave c l a s urface d’ alumine. A l ’image de s 
études r éalisées po ur l ’or, il f audrait éva luer de façon pr écise l a ba se qui  pos sède 
l’énergie d’adsorption la plus faible, de façon à favoriser un greffage du brin d’ADN par 
son extrémité (voir section 2.3.2 du Chapitre 1). Aussi, il serait intéressant de prolonger 
cette ét ude à  d’ autres surfaces, telles que l e CuO pa r exemple, en travaillant s ur 
l’élaboration d’ une s urface m odèle, c hose à l aquelle nous  ne  s ommes pa s p arvenus au  
cours de ce travail.

A la suite de ce travail préliminaire, permettant de justifier la stratégie choisie dans le 
Chapitre 1, nou s pr oposons da ns l e c hapitre suivant de  dé velopper les pr otocoles 
expérimentaux é tablissant un g reffage opt imisé de  br ins d’ ADN à l a s urface de  
nanoparticules d’Al et de CuO.
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La démonstration de la forte affinité de l’ADN avec la surface d’Al2O3 donnée dans le 
chapitre précédent justifie la stratégie de greffage définie dans le Chapitre 1, et rappelée 
en Figure 50. La p remière étape du pr otocole d’ assemblage consiste à  disperser pui s 
stabiliser le s nanopoudres d’Al e t de  C uO e n solution a queuse. Ensuite s ont g reffés 
successivement sur les nanoparticules la Streptavidine puis l’ADN. Enfin le mélange des 
deux s olutions c olloïdales f onctionnalisées pe rmet l’ assemblage dirigé pa r A DN de s 
nanoparticules Al et CuO en nanobiocomposite énergétique.

Dans ce ch apitre, chaque ét ape du protocole s era dé taillée. Nous préciserons, 
successivement pour chaque type de particules, les conditions expérimentales permettant 
d’abord la stabilisation de solutions colloïdales à partir des nanopoudres, puis le greffage 
de la protéine Streptavidine et des brins d’ADN sur les nanoparticules. La détermination 
des paramètres d’ influence sur ce pr océdé sera e ffectuée grâce à une  caractérisation par 
DLS, mesure de potentiel Zeta, et analyse microscopique. Nous terminerons ce chapitre 
par la quantification par analyse en fluorescence des espèces biologiques greffées afin de 
maximiser l es de nsités de  greffage, ava nt de  r ésumer l es caractéristiques ph ysico-
chimiques des solutions colloïdales fonctionnalisées.

Figure 50 : Stratégie adoptée pour  l 'auto-assemblage de  nano particules d' Al e t du CuO pour  l a 
réalisation de nanobiocomposites énergétiques.
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1. Matériaux et méthodes expérimentales

1.1. Produits chimiques et biologiques

Les poudres de  NaCl, de  sodium monobasique NaH2PO4 et dibasique Na2HPO4
-, le 

tampon phosphate salin 10X13 (noté PBS pour Phosphate Buffered Saline), le tensioactif
Tween 20 ont été achetés chez Sigma-Aldrich. Les différents PBS utilisés par la suite ont 
été r éalisés pa r di lution de la  s olution mère PBS 10X f ournie, t andis que  l es t ampons 
phosphates (noté PB, pour Phosphate Buffered) ont été obtenus par mélange de sodium 
monobasique et dibasique dans les proportions permettant d’obtenir une solution mère PB 
de 0,2 M au pH de 7,0 (39 %vol monobasique et 61 %vol dibasique).

La Streptavidine, avec ou sans fluorophore Cy3, et les oligonucléotides, avec ou sans 
fluorescéine, s ont f ournis pa r S igma-Aldrich et E urogentec respectivement. A près 
réception, les oligonucléotides sont dilués dans de l’eau dé-ionisé ultra-pure (EDI) à une 
concentration mère de 0,5 mM. Les séquences des deux brins complémentaires, notés ss-
A et  s s-B ( cf. Tableau 7), ont é té opt imisées de  f açon à limite r le s int eractions non -
désirées e ntre br ins i dentiques (Calais et al ., 2016) grâce à un outil a lgorithmique 
présenté da ns l e pr ochain c hapitre. U n spacer constitué de  b ases T  est aj outé à l a 
séquence « codée » afin de l ’espacer de la surface de la nanoparticule et limiter ainsi la 
gêne s térique l ors d e l a r econnaissance d es d eux br ins. La l ongueur du spacer est 
matérialisée da ns l e Tableau 7 par l a l ettre X. Ne pouva nt opt imiser t héoriquement s a 
longueur, trois longueurs seront considérées dans cette étude : 0, 15 et 30, nommées ADN
court, intermédiaire et long respectivement. N otons que  pour  l ’étude de  l a 
quantification des br ins d’ ADN gr effés à l a s urface de s pa rticules, présentée da ns l a 
section 4 du chapitre, un fluorophore, la fluorescéine, notée FAM, est greffé en extrémité 
3’ du brin d’ADN.

Tableau 7 : Séquence et longueur des oligonucléotides utilisés.

Nom Séquence (5’ à 3’)

ss-Ax Biotine-(T)x -ACA-TCG-CCC-CGC-CT

ss-Bx Biotine-(T)x-AGG-CGG-GGC-GAT-GT

13 La notation 10 X signifie que les éléments constitutifs du PBS sont concentrés 10 fois. Le PBS 1X 
contient 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4 et 2 mM KH2PO4.
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Nom Longueur X du spacer
(nombre de bases T)

Nombre total de bases Longueur estimée du brin 
d’ADN

Court 0 15 ~ 5,0 nm

Intermédiaire 15 30 ~ 9,9 nm

Long 30 45 ~ 14,9 nm

1.2. Les nanopoudres

1.2.1. Les nanoparticules de CuO

Les nanoparticules de CuO, fournies par Sigma-Aldrich, ont un di amètre nominal de 
50 nm . Les observations r éalisées au Microscope E lectronique à B alayage ( noté SEM,
pour Scanning Electronic Imaging), ont montré des nanoparticules fortement facettées et 
agglomérées, de  di amètre va riant de  15 à 150 n m. Une photo SEM e t u n hi stogramme 
réalisé à partir d’analyse d’images SEM sont présentés en Figure 51. Nous y voyons que 
la di stribution en taille est a symétrique : la  mé diane e st s ituée à  36  n m ta ndis que  la  
moyenne et  s on écart-type s ont de  44 ±  25 nm. L’image SEM confirme l a fo rte 
agglomération de plus petits éléments. 

Figure 51 : Distribution s tatistique du di amètre de s nanopar ticules de  C uO f ournies par  Si gma 
Aldrich, et image SEM de nanoparticules de CuO dispersées dans l’éthanol.

1.2.2. Les nanoparticules d’Al

Les na noparticules d’ Al de diamètre m oyen de  70 nm  f ournies pa r U S R esearch 
Nanomaterials (Texas, Etats-Unis) sont de forme sphérique avec un di amètre variant de 
25 à  280 nm. L’histogramme obt enu à  p artir de s a nalyses d’ images S EM pr ésenté e n 
Figure 52, montre que  l a di stribution e n t aille e st a symétrique, c omme dans l e c as du  
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CuO : l a m édiane es t s ituée à 95 nm t andis que  l a m oyenne et  s on écart-type s ont de  
105 ± 45 nm. La m ajorité de s pa rticules a en effet un diamètre com pris ent re 50 et 
150 nm. 

Figure 52 : D istribution s tatistique du di amètre de s nanopar ticules d' Al f ournies par  US R esearch 
Nanomaterials et image SEM de nanoparticules d’Al dispersées dans l’éthanol.

L’aluminium présente à  l’état naturel une couche d’oxyde d’aluminium (Al2O3) qui 
passive la surface du matériau, comme présenté dans le Chapitre 1, e t ne contribue pas à 
la r éaction exothermique de la na nothermite. La s tructure « cœur-coquille » de s 
nanoparticules d ’Al es t schématisée en Figure 53. Les na noparticules s ont c onstituées 
d’une s phère d’ Aluminium pur , a ussi a ppelé « Al a ctif », d e m asse vol umique ρAl, de  
masse mAl et de  r ayon rAl, couvertes d’une coque d’Al2O3, d’épaisseur eAl2O3, de m asse 
volumique ρAl2O3 et de masse mAl2O3.

Figure 53 : Schéma d’une nanoparticule d’Al, de masse mNP et de rayon rNP, dite « cœur-coquille », 
i.e. constituée d’un noyau d’Al de masse volumique ρAl, rayon rAl et masse mAl, et d’une coque d’Al2O3 de 
masse volumique ρAl2O3, de masse mAl2O3 et d’épaisseur eAl2O3.
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Ainsi, il est important de connaitre le pourcentage d’Al pur (cœur des nanoparticules) 
pour cal culer l a m asse d’oxyde né cessaire à ox yder l ’Al. Les n anoparticules d’ Al s ont 
caractérisées p ar Analyse T hermoGravimétrique, ( notée T GA pour  ThermoGravimetric 
Analysis). La pr ise de  m asse et  l ’énergie l ibérée par l ’oxydation de  l ’Al sont m esurées
sous chauffage de l’échantillon de 5 °C par minute entre 30 °C et 1 000°C. Un palier de 
30 min à 1000°C est respecté afin d’assurer l’oxydation complète des nanoparticules. Les 
différents s tades d’ oxydation d e l ’aluminium s ont a nnotés s ur l e diagramme obt enu, 
présenté en Figure 54.

Figure 54 : Diagrammes TGA et D SC de  nanop articules d' aluminium s ous f lux d' air c hauffé à 
5°C/min, mettant en évidence les différentes phases de l’oxydation de l’Aluminium décrites par Trunov et 
al. (Trunov et al., 2005).

On y voi t que  l ’oxydation de  l ’Al s ’établit e n deux t emps. U ne pr emière pr ise d e 
masse i mportante de  29 ±  1 % s’opère à  540 °C e t c orrespond à l a t ransformation de  
phase de l’alumine amorphe en cristaux γ. La poursuite de la montée en température 
permet de recuire cette phase qui se réorganise et se transforme en phase θ, plus dense et
s’accompagnant donc d’une seconde prise de masse de 41 ± 1 %. En fin d’expérience, le 
gain de masse s’élève donc à 70 %, pour une énergie libérée de 27 ± 2 kJ.g-1. Connaissant 
le di amètre m oyen d es na noparticules e t e n considérant l ’oxydation de l ’aluminium 
terminée à la fin de l’expérimentation, il est possible de déterminer la masse d’Al actif et 
donc d’en déduire l’épaisseur de la couche d’oxyde, notée eAl2O3.

On dé finit t out d’ abord le r apport WAl de l a m asse d’ Al act if mAl par r apport à  l a 
masse totale de la nanoparticule mNP :
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𝑊𝐴𝐴 =
𝑚𝐴𝐴

𝑚𝑁𝑁
=

𝛥𝑚
𝑚𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑆𝐴𝑂

×
𝑀𝐴𝐴

1,5 × 𝑀𝑂
(3.1)

Ce r apport es t dé terminé pa r l ’analyse T GA do nnant Δm. MAl et MO correspondent 
aux masses molaires de l’Aluminium et de l’Oxygène, respectivement. 

Ainsi, l’épaisseur de la couche d’oxyde eAl2O3 s’exprime par la relation suivante :

𝑂𝐴𝐴2𝑂3 = 𝑟𝑁𝑁 �1 − �
𝑊𝐴𝐴 × 𝜌𝐴𝐴2𝑂3

𝜌𝐴𝐴 + 𝑊𝐴𝐴 × 𝜌𝐴𝐴2𝑂3 −𝑊𝐴𝐴 × 𝜌𝐴𝐴

3
� (3.2)

Avec

𝑟𝑁𝑁 = 𝑟𝐴𝐴 + 𝑂𝐴𝐴2𝑂3 (3.3)

A partir du diamètre des particules de 105 ± 45 nm et de la prise de masse de 70 %, 
l’épaisseur de  l a c ouche d’ oxyde c alculée e st de  3,3 ±  0,6 nm . Une expérience 
complémentaire réalisée sur les mêmes échantillons en fin de deuxième année de thèse au 
laboratoire M ADIREL (Marseille) pa r l ’équipe de  V anessa C oulet o nt m ontré de s 
résultats s imilaires en ayant élevé l a t empérature à 1 500 °C , c onfirmant l ’oxydation 
complète des nanoparticules à la fin de nos expériences. 

1.3. Méthodes expérimentales

Les nanopoudres commerciales s ont s oniquées en s olution a queuse, pa r l e s ystème 
Vibra-Cell V CX 500 à 20 0 W. U n c ycle de  t rois s econdes, a lternant de ux s econdes de  
sonication pour une seconde de pause, est répété entre 30 et 600 fois afin d’augmenter le 
temps total de sonication tout en limitant l’augmentation de la température de la solution, 
qui f avoriserait l ’oxydation de s na noparticules d’ Al. La t empérature e st c ontrôlée e t 
maintenue en deçà de 40 °C durant tout le procédé de sonication. Dans la suite, les temps 
de sonication indiqués ul térieurement ent re 1 et 20 min correspondent au  temps effectif 
de sonication, i.e. la durée de sonication sans les pauses d’une seconde et les arrêts de la 
sonication due à l’élévation de température. 

L’appareil Zetasizer N ano ZS (M alvern Instruments) est ut ilisé pour  m esurer l e
diamètre h ydrodynamique de s nanoparticules dispersées e n s olution, pa r Diffusion 
Dynamique de la Lumière (notée DLS pour Dynamic Light Scattering). Un faisceau laser 
He-Ne de longueur d’onde 632,8 nm traverse la solution colloïdale. Le signal diffusé par 
les particules en suspension est collecté par un détecteur placé à 173 ° de l’émetteur, et le 
logiciel c alcule un e va leur à  pa rtir de  l a di ffusion du l aser, correspondant a u diamètre 
d’une particule sphérique possédant le même coefficient de diffusion en solution que la 
particule analysée, i.e. son diamètre hydrodynamique. Le même appareil est utilisé pour 
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la mesure du potentiel Zeta, basée sur l’effet Doppler. Ce potentiel Zeta correspond à la 
différence de potentiel entre la surface de la particule et le solvant. La solution colloïdale 
est s oumise à  une  v ariation de  pot entiel, pr ovoquant l e m ouvement de s pa rticules e t 
influençant don c l a di ffusion du l aser. A  p artir de c ette di ffusion, l ’appareil c alcule l e 
potentiel de s pa rticules. S auf mention c ontraire, t outes l es m esures s ont ef fectuées à 
25 °C et à pH 7,3. U ne description plus détaillée du principe de la technique utilisée est 
présentée en Annexe 6.

La S pectrométrie p ar A bsorption A tomique, not ée A AS pour  Atomic A bsorption 
Spectroscopy, est utilisée pour mesurer la concentration en élément Cu et Al de chacune 
des solutions colloïdales préparées. Les mesures sont réalisées à l’aide de l’AAnalyst 200 
fabriquée par PerkinElmer Instruments. L’échantillon à analyser est pulvérisé en aérosol
puis at omisé pa r une  f lamme. Les él éments a tomisés abs orbent de  l ’énergie à une  
longueur d’onde spécifique fournie par une lampe à cathode creuse, propre à l’élément à 
analyser. Ces at omes passent dans un é tat d ’excitation, puis libè rent un e é nergie 
lumineuse en repassant dans un état stable, dont l’intensité est mesurée par un détecteur et 
convertie en s ignal é lectronique. C ette t echnique né cessite l a pr éparation de  s olutions 
« standardisées » permettant d’ étalonner l e s ignal obt enu e t de  qua ntifier l ’élément 
analysé. Deux types de flammes sont utilisées dans notre étude : la première est issue de 
la combustion d’un mélange air / acétylène montant à 2 300 °C, destinée à la détection de 
Cu ; l a de uxième e st a ssurée pa r l a c ombustion d’ un m élange pr otoxyde d ’azote /  
acétylène m ontant à 3 100 °C , de stinée à  l a détection de l ’Al, élément r éfractaire. 
L’équipement avec la deuxième flamme n’étant pas disponible au LAAS, les mesures ont 
été réalisées au laboratoire Géosciences Environnement Toulouse.

Les mesures en fluorescence sont réalisées à l’aide de l’appareil Varioskan Flash. Les 
échantillons sont disposés dans une plaque de 96 puits pouvant contenir jusque 400 µL de 
solution. L es l ongueurs d’ onde d’ excitation s ont f ixées à  550 nm  e t 49 5 nm  pour  l es 
fluorphores C y3 (Streptavidine) et  f luorescéine ( oligonucléotides) r espectivement. Les 
longueurs d ’émission c orrespondantes s ont f ixées à  570 nm  e t 518 n m. U ne c ourbe 
d’étalonnage est réalisée pour chaque mesure en fluorescence afin de quantifier le nombre 
d’éléments biologiques en solution (ADN ou protéine). Un exemple de courbe étalon est 
présenté en Figure 55.
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Figure 55 : Exemple de courbe d’étalonnage obtenue après mesure de l’intensité en fluorescence d’un 
étalon à la concentration en ADN connue. La courbe pointillée est obtenue par régression polynomiale du 
second ordre.

Enfin, les observations par microscopie électronique à balayage sont réalisées à l’aide 
de l’instrument Hitachi S4800 du L AAS, couplé à une sonde pour l’Analyse Dispersive 
en E nergie ( notée E DX pour  Energy Dispersive X -ray spe ctrometry). P our l es 
observations, une  goutte de  20 µ L de  s olution c olloïdale e st dé posée s ur une  gr ille de  
nickel recouverte d’un film de carbone.

1.4. Stabilisation de la solution colloïdale

Le pH de la solution aqueuse dans laquelle sont dispersées les nanoparticules d’Al et 
de CuO est maintenu à 7,3 à l’aide d’un tampon phosphate (échange de proton entre les 
espèces H2PO4 / HPO4

- / PO4
2-). Dans ces conditions, l’oxydation des nanoparticules d’Al 

est t rès l ente (Hagyard and W illiams, 1961) et le  milie u est a dapté à  l’utilisation de 
l’ADN. En effet, les tr avaux de  H agyard et Williams (Hagyard a nd W illiams, 1961)
décrivant le comportement de l’aluminium en solution acide, montrent un ralentissement 
de l a cinétique d ’oxydation à pH  n eutre. Nous a vons e n e ffet obs ervé que  d ans une  
solution s ans t ampon phosphate, le pH  s e s tabilise à 6 provoquant une  ox ydation de s 
nanoparticules d’Al en quelques heures seulement : les particules deviennent blanches et 
précipitent.

Un surfactant, le Polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate, ou Tween 20, e st aussi 
ajouté à  la  s olution aqueuse pour  am éliorer l a s tabilité et  r éduire l ’agrégation des 
nanoparticules. C e d ernier, dont l a f ormule ch imique es t r eprésentée en Figure 56,
présente l’avantage de ne pas interagir avec les biomolécules, notamment avec la biotine 
et la Streptavidine (Séverac et al., 2012). Sa concentration micellaire critique (CMC) est 
de 0,01 %vol. Comme illustré sur la Figure 56, le Tween 20 stabilise les particules grâce 
à la formation de micelles autour de ces dernières, empêchant leur réagrégation. 
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Figure 56 : Ecriture de Lewis et représentation schématique du Tween 20. Illustration de la formation 
de micelles autour des nanoparticules.

Nous a vons vé rifié que  s ans a jout de  s urfactant, l es s olutions c olloïdales de  
nanoparticules d ’Al e t de  C uO ne  s ont pa s s tables : l es pa rticules s ’agrègent et  
sédimentent e n m oins d ’une he ure après s onication. L’observation e st i llustrée s ur l es 
photos de la Figure 57, donnant l ’état des solutions colloïdales en présence, ou non, de  
Tween 20, une heure après la fin de la sonication.

Figure 57 : Effet du Tween 20 sur la stabilité des solutions colloïdales de CuO et d’Al une heure après 
la sonication.

Ainsi stabilisées, l es na noparticules de  C uO e t d’ Al s ont ve rsées da ns 25 m L de  
solution a queuse à b ase d’ eau d é-ionisée ul tra-pure, de  T ween 20,  et de  P B, pui s 
soniquées et laissées au repos afin que les plus gros amas sédimentent. Le surnageant est 
alors r écupéré et c aractérisé en  t ermes de  di amètre h ydrodynamique, potentiel Zeta et 
concentration des nanoparticules de CuO.
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2. Bio-fonctionnalisation de s olutions co lloïdales stables de
nanoparticules de CuO

La mise en place d’un protocole reproductible de dispersion et de fonctionnalisation 
de nanopoudres commerciales de  C uO es t pr ésentée da ns c ette s ection, en distinguant 
trois parties. D’abord, nous étudierons et optimiserons la stabilisation des nanoparticules
de C uO e n s olution a queuse. P uis, da ns l es de ux pa rties s uivantes, nou s é tudierons l a 
fonctionnalisation des nanoparticules de CuO par la Streptavidine et les brins d’ADN.

2.1. Dispersion des nanoparticules de CuO en solution aqueuse

2.1.1. Optimisation de l’étape de sonication

La du rée de  s onication et l a m asse d e na noparticules i nitiale s ont de ux pa ramètres 
influençant l ’obtention d’une s olution c olloïdale s table. Ils ont  a insi été opt imisés e n 
suivant un pl an d’ expérience de  D oelhert. La d urée de  s onication a é té é tudiée ent re 
30 sec e t 20 m in, e t l a m asse de  na noparticules e ntre 0 e t 20 m g pour  un vol ume de  
solution e t une  pui ssance de  s onication c onstants ( 25 m L e t 200 W  r espectivement). 
Conformément aux  t ravaux r éalisés p ar F abrice S éverac (Séverac et al ., 2012) , la 
concentration e n T ween a jouté à  l a s olution e st de  0,1 % vol, et l a conc entration en 
tampon phosphate à  20 m M, de ux va leurs f ixées a fin d’ obtenir un pl an d’ expérience 
simplifié e t né cessitant moins d’ expériences. Des inf ormations s upplémentaires s ur le 
nombre d’expériences menées et la variation des paramètres sont données en Annexe 7.
Les résultats du pl an d’expérience, dont  l e modèle est i llustré graphiquement en Figure 
58, montrent que le diamètre hydrodynamique moyen des nanoparticules en solution 
est minimal pour une sonication de 13 mg de CuO pendant 8 min.
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Figure 58 : Evolution du diamètre hydrodynamique moyen de la dispersion colloïdale en fonction de 
la durée de sonication et la masse de nanoparticules de CuO mise en solution, après 24 h de sédimentation.

On c onstate s ur l e graphique 3D  de  l a Figure 58 que l e di amètre h ydrodynamique 
moyen va rie e ntre 180 nm e t 220 nm  e n f onction de s c onditions de  s onication. U n 
diamètre minimum de 180 nm est atteint au bout de 8 minutes, pour une masse de 13 mg 
de nanoparticules i nitiales ( en rouge sur l e graphique). On constate qu e l ’augmentation 
des durées de sonication a pour effet d’augmenter les diamètres moyens, conformément à 
ce qui  avait ét é observé par Séverac et al . Ainsi, il est nécessaire d’équilibrer l’ énergie 
apportée au système lors de la sonication de particules :

(i) L’énergie apportée au système doi t être suffisante pour fragmenter et diviser

les agrégats.

(ii) D’autre p art, cette éne rgie ne  doi t pa s dé passer l’énergie de  r épulsion entre

deux nanoparticules. 

Un c ompromis e st donc  à  t rouver e n not ant que  l ’énergie né cessaire à  l a 
fragmentation des a grégats va rie ave c l a t aille de  l ’agrégat, donc da ns le  te mps. Plus 
celui-ci est petit, plus grande est l’énergie nécessaire à sa division. A partir d’une taille 
critique, l’agrégation est de nouveau favorisée. C’est à ce moment que la sonication doit 
être arrêtée. Ce phénomène est bien illustré par la forme « en puit » de la nappe 3D de la 
Figure 58. Le temps optimal de 8 min correspond à l’équilibre entre les deux phénomènes 
décrits ci-dessus. 
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Rappelons ici que cette optimisation a été réalisée pour des concentrations en Tween 
et en PB fixés à 0,1 %  et 20 m M respectivement. Ces paramètres seront ajustés dans un 
second t emps pour  obt enir une  s olution c olloïdale a yant une  c oncentration e n 
nanoparticules de CuO optimisée. Pour la prochaine étude, nous garderons les conditions 
optimisées de  di spersion (13 mg, 8 m in) en faisant l ’hypothèse que  la modification des
concentrations de Tween et PB n’influent pas de façon significative sur ces paramètres.

2.1.2. Détermination de  l a concentration e n C u e t e n nan oparticules de  
CuO14

La concentration en nanoparticules de CuO est une information caractéristique clé des 
solutions pr éparées, n écessaire pour  pou rsuivre l e pr otocole d e greffage pui squ’elle 
permet de calculer la surface spécifique15 de CuO en solution. Pour ce faire, les solutions 
colloïdales de C uO s ont pr éparées e n s uivant l e p rotocole défini e t opt imisé 
précédemment : une  m asse de  13,0 ±  0,1 mg de nanoparticules est ve rsée dans 25  m L 
(± 2 %) d e s olution aqueuse av ec t ampon phos phate ( PB) et Tween 20,  puis soniquées
pendant 8 min. Après un temps de repos à optimiser, le diamètre hydrodynamique moyen
des nanoparticules de CuO en solution est mesuré par DLS. Ensuite, 1 mL de solution est 
prélevé dans un e ppendorf, da ns l equel on a joute 1 µL d e H Cl conc entré à 39 % pour
dissoudre l es nanoparticules de  C uO, avant analyse pa r A AS donna nt l a c oncentration 
massique en Cu.

Le nombre de nanoparticules de CuO, noté NCuO, contenu dans un volume de solution 
colloïdale noté Vsol, est calculé à partir de la concentration massique en Cu, notée [Cu]m,
suivant l’équation (3.4) ci-dessous :

𝑁𝐶𝐶𝑂 =
[𝐶𝐶]𝑆 × 𝑉𝑠𝑠𝐴 × �1 + 𝑀𝑂

𝑀𝐶𝐶
�

4
3� × 𝜋 × �𝛷𝐶𝐶𝑂

2� �
3

× 𝜌𝐶𝐶𝑂
(3.4)

Avec MO et MCu les m asses m olaires de  l ’oxygène et  du  cui vre r espectivement, et 
ρCuO ΦCuO correspondant à la masse volumique et au diamètre des nanoparticules de CuO 
(correspondant au diamètre hydrodynamique moyen) respectivement.

Cette f ormule a é té obt enue e n considérant d’ une pa rt l a masse de  C uO comme la 
somme des masses de ses éléments constitutifs :

14 Par c ommodité, n ous p arlerons d e co ncentration e n n anoparticules p our d écrire l e n ombre d e 
nanoparticules par mL de solution colloïdale dont l’unité sera notée NP.mL-1.

15 La s urface s pécifique co rrespond à l a s urface t otale d isponible e n s olution. O n la  c alcule ic i e n 
considérant u ne solution co lloïdale co nstituée d e N  p articules s phériques d e d iamètre égal a u d iamètre 
hydrodynamique obtenu par DLS.
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𝑚𝐶𝐶𝑂 = 𝑚𝐶𝐶 + 𝑚𝑂

𝑚𝐶𝐶𝑂 = 𝑛𝐶𝐶 × 𝑀𝐶𝐶 + 𝑛𝑂 × 𝑀𝑂

𝑚𝐶𝐶𝑂 = 𝑁𝐶𝐶𝑂 × 4
3� × 𝜋 × �𝛷𝐶𝐶𝑂

2� �
3

× 𝜌𝐶𝐶𝑂 (3.5)

Avec mCuO, mCu et mO les m asses r espectives d’ oxyde d e cui vre, de cui vre et 
d’oxygène, et nCu et nO les quantités atomiques de cuivre et d’oxygène. 

D’autre part, la concentration massique en Cu s’écrit :

[𝐶𝐶]𝑆 =
𝑚𝐶𝐶

𝑉𝑠𝑠𝐴
=
𝑛𝐶𝐶 × 𝑀𝐶𝐶

𝑉𝑠𝑠𝐴
(3.6)

La combinaison de s de ux é quations ( 3.5) e t ( 3.6) pe rmet de  r etrouver l a f ormule 
donnant le nombre de nanoparticules de CuO en fonction de la concentration en cuivre et 
du volume de solution colloïdale. 

2.1.3. Influence de  l a concentration e n t ampon pho sphate e t en s urfactant 
sur la sédimentation des nanoparticules de CuO

Nous é tudions i ci l ’influence de  l a c oncentration de  P B e t de T ween sur l a 
concentration en nanoparticules de CuO dans la solution colloïdale finale. La composition 
des différents échantillons préparées et analysées est donnée ci-dessous :

• CuO A : 13 mg de CuO dans 25 mL de PB à 20mM et Tween à 0,1 %
• CuO B : 13 mg de CuO dans 25 mL de PB à 10mM et Tween à 0,05 %
• CuO C : 13 mg de CuO dans 25 mL de PB à 20mM et Tween à 0,05 %
• CuO D : 13 mg de CuO dans 25 mL de PB à 10mM et Tween à 0,01 %
• CuO E : 13 mg de CuO dans 25 mL de PB à 20mM et Tween à 0,01 %

Le diamètre hydrodynamique moyen et le potentiel Zeta juste après sonication (noté 
t0), après 24 h de repos (noté t24) et 96 h de repos (noté t96) sont présentés dans la Figure 
59.

.
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Figure 59 : Diamètre hydrodynamique moyen et potentiel Zeta de la solution colloïdale de  CuO en 
fonction de la durée de sédimentation et de la composition de la solution.

Tout d’abord, quelles que soient les concentrations en PB et en Tween, les diamètres 
hydrodynamiques moyens sont relativement homogènes indépendamment de la durée de 
repos : 260 ± 7 nm à t0, 184 ± 5 nm à t24 et 157 ± 17 nm à t96. Les plus petits diamètres 
sont obtenus pour CuO A et CuO B à t0 (256 nm), pour CuO D à t24 (179 nm), et pour 
CuO B à t96 (144 nm). Les valeurs de potentiel Zeta varient quant à elles entre -46 et -
52 mV, valeurs homogènes et élevées qui témoignent de la bonne stabilité de la solution 
colloïdale grâce à la répulsion électrostatique entre particules.

La concentration m assique e n C u dé terminée pa r A AS et  l a conc entration en 
nanoparticules c orrespondante s ont pr ésentées s ur l a Figure 60. Notons que  l a 
concentration théorique en Cu attendue s’il n’y avait pas de phénomène de sédimentation, 
est de 414 mg.L-1.

Figure 60 : Concentration massique en Cu (graphique (a)) et concentration en nanoparticules de CuO
(graphique (b)) pour les différentes solutions colloïdales de nanoparticules de CuO en fonction du temps de 
repos.
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On obs erve une  di minution dr astique de  l a co ncentration massique en  C u avec 
l’augmentation du t emps de  r epos, c e qui  e st c onforme à  l ’observation d’ un dé pôt 
important de  na noparticules non di spersées e n f ond de  t ube a vant l e pr élèvement p our 
analyse :

• A t 0, l es c oncentrations obt enues s ont homogènes, a llant de  300 m g.L-1 pour 

CuO E à 350 m g.L-1 pour CuO D . L’écart de  15 à  27 %  pa r r apport à  l a 

concentration t héorique peut s ’expliquer pa r un  manque d’ homogénéité de l a 

solution juste après sonication et une  erreur expérimentale due  à l ’assimilation 

du diamètre des nanoparticules à leur diamètre hydrodynamique.

• Après 24 h de  r epos, [Cu]m est di visée par qu atre pour  CuO A et CuO B

(passant de  335 mg.L-1 à 82 e t 88 m g.L-1 respectivement) et pa r cinq pour l es 

trois autres solutions.

• A t96, [Cu]m diminue de 85 % par rapport à la concentration mesurée à t0. 

On note que  la concentration en Cu la plus é levée est obtenue pour la composition 
CuO B , passant de  336 m g.L-1 sans repos à 88 mg.L-1 après 24h de  repos (26 % de  la 
concentration à t0) puis 53 mg.L-1 après 96 h de repos (15,5 % de la concentration à t0). 

L’évolution de la concentration en nanoparticules de CuO montre de fortes disparités 
entre l es di fférents é chantillons pr éparés. Les c onditions donna nt une  concentration d e 
nanoparticules m aximale s ont cel les de  CuO B , a vec ( 7,6 ±  0,2) × 109 NP.mL-1 à t 0, 
(5,5 ± 0,1) × 109 NP.mL-1 à t 24 e t ( 5,3 ±  0,1) × 109 NP.mL-1 à t 96. L a chute de  l a 
concentration en nanoparticules est donc de 28 % et de 30 % après 24 h et 96 h de repos, 
respectivement. En comparaison, les diminutions de la concentration sont beaucoup plus 
importantes pour CuO A et CuO D, avec 50 % et 60 % après 96 h de repos.

Cette ex périence confirme la pe rte r apide de  m atière l iée au phé nomène de  
sédimentation après de longs repos. Après 24 h de repos, le surnageant ne contient plus 
qu’un qua rt de  l a qua ntité de C u. A près 96 h, i l n ’en reste pl us que  10 % (Figure 60).
Cependant, la concentration en nanoparticules ne diminue que de 30 %, car la perte de Cu 
est pr incipalement causée par l a sédimentation d ’un petit nombre de  nanoparticules, l es 
plus grosses. Cette expérience a aussi montré que les concentrations en PB et en Tween 
influent s ur la sédimentation des nanoparticules. La s édimentation est limité e pour 
10 mM de PB et 0,05 % de Tween (CuO B). Ceci s’explique par le fait qu’en diminuant 
la concentration en PB, on l imite l’écrantage des charges autour des nanoparticules tout 
en c onservant un pH  ne utre. Il e st pl us di fficile de  c ommenter l’effet d e la t eneur en  
Tween 20. La concentration micellaire critique (CMC) du Tween est de 0,01 %vol, ce qui 
signifie qu’ en dessous d e cet te va leur, l’aspect « micelle » du Tween, nécessaire à l a 
stabilisation des nanoparticules, n’intervient plus : le Tween peut être dissous en solution. 
On pe ut i maginer qu ’au-delà d ’une certaine concentration, l’efficacité du tensioactif 
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diminue à cause d’une agrégation des molécules. De plus, de façon générale, la valeur de 
la C MC di minue a vec l’augmentation de  l a concentration en s el. Ceci a été vérifié 
puisque pour une même valeur de concentration en Tween 20, la chute de nanoparticules 
de CuO C est plus forte que  celle de  CuO B , et au contraire celle de CuO E est plus 
élevée que celle de CuO D.

2.1.4. Reproductibilité du protocole de dispersion

La reproductibilité de la dispersion des nanoparticules en solution aqueuse stabilisée a
été éva luée en  r épétant 5 fois l e pr otocole d e di spersion précédemment décrit dans l es 
conditions de  l a s olution CuO A (PB 20 m M e t T ween 0,1 % ). Les conc entrations
massiques en Cu ( en mg.L-1) et  concentrations en nanoparticules correspondantes sont 
présentés sur la Figure 61 après sonication et après 24 h de repos.

Figure 61 : Concentration massique en Cu (graphique (a)) et en nanoparticules de CuO (graphique 
(b)) en solution à t0 et à t24 pour une solution de type CuO A (PB à 20 mM et Tween à 0,1 %).

On observe une très bonne reproductibilité de la concentration massique en Cu à t0, 
avec une moyenne de 388 ± 4 mg.L-1. L’écart type représente une variation de 1 % autour 
de la valeur moyenne. Après 24 h de repos, la concentration moyenne en Cu diminue à 
88 ± 9 mg.L-1, soit une variation de 10 %. Par ailleurs, la perte de matière après 24 h de 
sédimentation représente 80 % de la valeur ini tiale de Cu, conformément à ce qui  a ét é 
observé précédemment.

La concentration en nanoparticules de CuO calculée est également homogène. A t0,
la c oncentration e n na noparticules de  C uO e st de ( 8,3 ±  0,3) × 109 NP.mL-1, s oit une  
variation de 3 %. A t24, i l ne reste plus qu’environ (5,9 ± 0,4) × 109 NP.mL-1, soit une 
variation plus él evée de 6,5 %. A insi, les variations s e s ituent proches d’ une marge 
d’incertitude usuellement appliquée de 5 %, ce qui, compte tenu du nombre de paramètres 
intervenants lors de la dispersion colloïdale, est un très bon résultat. 
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Enfin, l’homogénéité de la dispersion colloïdale est caractérisée en prélevant au sein 
de la  mê me s olution colloïdale (20 m L de t ype CuO A ) plusieurs échantillons à  c inq
endroits du tube après 24 h de  repos : en surface du surnageant, dans le surnageant et au 
fond du surnageant (cf. schéma de la Figure 62). Les concentrations en nanoparticules de 
CuO caractérisées pour ces 5 prélèvements sont données en Figure 62.

Figure 62 : Schéma illustrant les zones de prélèvement d’échantillons au sein de la solution colloïdale 
à base de  CuO, et concentration en nanoparticules de  CuO (NP.mL-1) après 24 h de  sédimentation en 5 
endroits du tube.

On c onstate une  a ugmentation de  l a c oncentration massique e n c uivre de  75 à  
140 mg.L-1 de l a s urface a u f ond du s urnageant : on dé nombre 3,8 × 109 NP.mL-1,
6,4 × 109 NP.mL-1 et 7,0 × 109 NP.mL-1 en s urface, m ilieu e t f ond de  l a s olution, 
respectivement. Comme a ttendu, i l ex iste un fort gradient de  concentration en 
nanoparticules au sein de la solution colloïdale lié à la sédimentation. Ceci entraine donc 
des dispersions dans la reproductibilité, car on ne  peut pas contrôler précisément la zone 
du prélèvement. 

Dans une dernière expérience, nous avons séparé le surnageant (20 mL) du reste de la 
solution c olloïdale, l aissant l e r ésidu de  m atière s édimenté au f ond du t ube. C inq 
prélèvements ont été réalisés à nouveau au sein de ce surnageant et les résultats en termes 
de concentration de nanoparticules sont présentés sur la Figure 63 ci-dessous.
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Figure 63 : Concentration en na noparticules de  C uO (NP.mL-1) après 24 h de  s édimentation en 
fonction de la zone de prélèvement.

Le nombre de nanoparticules par mL calculé est de (4,8 ± 0,1) × 109 NP.mL-1 (erreur 
de 0,6 %). L’étape de séparation du surnageant (20 mL) sera dorénavant appliquée pour la 
réalisation de toutes nos dispersions colloïdales.

2.1.5. Bilan et caractérisation des solutions colloïdales optimisées

Nous avons mis en place les paramètres de dispersion de nanoparticules de CuO en 
solution aqueuse permettant d’obtenir une suspension colloïdale stabilisée sur plusieurs 
heures, homogène, reproductible et bien contrôlée. La solution colloïdale de CuO ainsi 
obtenue contient environ 7,6 × 109 NP.mL-1 de CuO d e d iamètre moyen d e 255 nm.
Après 24 h de repos, la solution colloïdale est homogène avec (5,2 ± 0,2) × 109 NP.mL-1 

de CuO ayant un diamètre moyen d’environ 180 nm. La concentration en Tween et en 
sel a été optimisée à 0,05 %vol et 10 mM respectivement, afin de limiter cette perte de 
matière : en 24 h de repos, un tiers des nanoparticules initialement présentes est éliminée,
ce qui représente environ 75 % de la masse initiale. Les observations au SEM de la Figure 
64 confirment que  l ’on obt ient a près s onication de s a grégats de trois ou qua tre 
nanoparticules, soit un diamètre réel entre 100 et 500 nm. 
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Figure 64 : Im ages SEM des dispersions c olloïdales de  CuO obt enues apr ès s onication en s olvant 
aqueux avec PB et Tween 20 à 10 mM et 0,05 %vol. respectivement.

Ainsi, l es s olutions c olloïdales de  C uO de  t ype CuO B (PB à  10 mM et  Tween à
0,05 %) sont caractérisées par DLS. Les résultats sur 25 solutions préparées sont reportés 
dans le Tableau 8.

Tableau 8: Diamètre hydrodynamique moyen et potentiel Zeta des nanoparticules de CuO dispersées
en solution aqueuse avant fonctionnalisation (les incertitudes sont calculées selon la loi de Student sur 25 
expériences indépendantes).

Diamètre hydrodynamique 
moyen (nm)

Potentiel Zeta (mV)

Solution colloïdale de CuO 187 ± 5 -46,4 ± 1,0

Les forts potentiels Zeta mesurés à -46,4 ± 1,0 mV confirment la bonne stabilité des 
solutions préparées grâce à une charge de surface supérieure à 40 mV en valeur absolue 
(Hunter, 2013;  M asliyah a nd B hattacharjee, 200 6). Les m esures s ont t rès hom ogènes, 
comme en témoigne l ’écart t ype d e 2,7 %  s ur un di amètre m oyen de  187 nm , c alculé 
suivant la loi de Student sur 25 expériences indépendantes. Cependant, il paraît important 
de pr éciser que  l ’incertitude dé terminée i ci cor respond à l ’incertitude s ur l e di amètre 
hydrodynamique moyen des nanoparticules déterminé par DLS.
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Figure 65 : D istribution e n t aille de s nanopar ticules de  C uO après s onication e t 24h de  r epos et 
stabilité dans le temps de la solution colloïdale (encadré supérieur droit).

La courbe p rincipale de  la Figure 65, donna nt l e pour centage d’ intensité de  s ignal 
pour chacune des tailles de nanoparticules en solution, décrit une gaussienne asymétrique 
centrée sur 250 nm, semblable à cel le obtenue après analyse de la distribution statistique 
en taille des nanoparticules présentée en première partie de chapitre (voir Figure 51). Cela 
indique donc  que  l a m ajeure pa rtie de s pa rticules ont  une  t aille c omprise e ntre 100 e t 
300 nm. Notons également qu’une particule de taille importante absorbe une intensité du 
signal plus important, si bien que cette technique ne permet pas de décrire directement la 
population e n t aille de s na noparticules. C ependant, on pe ut obs erver que  l e di amètre 
hydrodynamique moyen est stable dans le temps. (cf. encadré supérieur droit de la Figure 
65). O n n’ observe p as de  r éagrégation e t l a di minution e n t aille e st a ttribuée à  une  
sédimentation de s pl us grosses particules (diamètre s upérieur à 500  n m). U ne s imple 
homogénéisation de la solution pendant quelques secondes au Vortex suffit à retrouver le 
diamètre initial.

2.2. Greffage de la Streptavidine

Tout d’ abord, la p remière ét ape cons iste à ca lculer l a qua ntité de  S treptavidine 
nécessaire pour fonctionnaliser l’ensemble des nanoparticules présentes dans les solutions
stabilisées pr écédemment pr éparées. S upposant que  l a s olution c olloïdale c ontient NCuO

nanoparticules s phériques de  di amètre ΦCuO (~ 190 nm ) da ns un vol ume V de s olution 
colloïdale, la surface totale de  CuO, Stot, disponible pour le greffage de  la S treptavidine 
est :

𝑆𝑖𝑠𝑖 = 𝑁𝐶𝐶𝑂 × 𝑉 × 4𝜋 × �ΦCuO
2� �

2

(3.7)
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Avec :

• NCuO = (5,2 ± 0,2) × 109 NP.mL-1

• V = 20 ± 0,1 mL
• ΦCuO = 190 ± 5 nm

On t rouve pour 20 m L de  s olution c olloïdale une  s urface à f onctionnaliser d e 
(1,12 ± 0,08) × 10-2 m².

La t aille m oyenne d’ une m olécule de  S treptavidine é tant de  5 nm ², l e nom bre d e 
Streptavidine né cessaire pour  c ouvrir t oute l a surface de  CuO doi t ê tre s upérieur à  
1,10 × 1014. L a m asse m olaire de  l a S treptavidine ét ant d ’environ 60 000 D alton 
(9,13 × 10-17 mg.unité-1), le vol ume nécessaire de  s olution mère de  Streptavidine
concentrée à 1,0 mg.mL-1 doit êt re supérieur à 10 µL. Nous choisissons donc d’ajouter 
50 µL de solution de Streptavidine aux 20 m L de solution colloïdale de CuO afin de se 
placer en excès.

Après un t emps d’ incubation d’ au minimum de  4 h (Zhang e t a l., 2013b), les 
solutions sont rincées trois fois afin d’éliminer l’excès de Streptavidine non greffé. Entre 
chaque rinçage, l a solution est centrifugée pendant 15 min à 16 000 G et l es pa rticules 
redispersées par 5 min dans un ba in à ultrasons après changement du solvant. Le rinçage 
est réalisé dans une solution de tampon phosphate salin dilué PBS 0,1 X , contenant 0,05 
%vol de Tween 20, bien que le greffage de la Streptavidine tend à stabiliser les colloïdes. 
Les s olutions a insi obt enues, notées CuO-Strep, sont car actérisées p ar D LS et  l es 
résultats reportés dans le Tableau 9.

Tableau 9: D iamètre hy drodynamique e t potentiel Zeta des nanoparticules de CuO-Strep (les 
incertitudes sont calculées d’après la loi de Student sur 15 échantillons).

Diamètre hydrodynamique 
moyen (nm)

Potentiel Zeta (mV)

CuO-Strep (PBS 0,1X) 230 ± 14 -44,1 ± 1,8

La t aille de  l a pr otéine ét ant de  4 × 4,2 × 5 nm 3 (Weber et al ., 1 989)), une  
augmentation du diamètre hydrodynamique de 10 à 15 nm est attendue après greffage sur
la nanoparticule. Or, on constate qu’elle est de 43 nm (de 187 nm à 230 nm). Notons de 
plus que le potentiel Zeta diminue légèrement après greffage (2 mV).

L’augmentation plus importante qu’attendue du diamètre hydrodynamique en solvant 
PBS 0,1 X peut s’expliquer par l’existence d’interactions non-désirées entre les particules 
induites par la Streptavidine. En effet, l’aspect « collant » de la protéine peut induire des 
attractions e ntre na noparticules pa r l a pr otéine, ou bi en une  s uperposition de  pl usieurs
protéines sur la surface (Wilchek and Bayer, 1990). Ces interactions plus ou moins faibles 
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rendent donc difficile la redispersion des nanoparticules après sonication dans un ba in à 
ultrasons de l a s olution col loïdale, après l es centrifugations due s aux l avages d e l a 
solution colloïdale. Enfin, elles peuvent expliquer la dispersion sur le diamètre beaucoup 
plus important (écart type de 6 %) que celle obtenue avant greffage de la protéine. Notons 
en effet que l’écart entre le diamètre hydrodynamique le plus faible et celui le plus élevé 
est de 30 nm, soit 13 % de la valeur moyenne. 

La diminution du potentiel Zeta est expliquée par l’utilisation du PBS 0,1 X , dont la 
charge i onique est plus importante que  l e P B. Cette diminution est cependant limitée à  
2 mV grâce au greffage de la Streptavidine qui stabilise les particules. Nous avons validé 
que la solution de CuO-Strep redispersée dans un solvant PB équivalent à une solution 
de CuO avant greffage présente un potentiel Zeta supérieur en valeur absolue de -60 mV, 
confirmant l a bonne  s tabilisation de s na noparticules a près gr effage de  l a pr otéine ( voir 
Annexe 8). 

Enfin, le graphe de la Figure 66 compare la distribution en taille des nanoparticules 
de C uO av ant ( courbe noire) et  apr ès greffage de  l a Streptavidine ( courbe verte). La
stabilité de la solution dans le temps a été vérifiée et est illustrée dans l’encadré supérieur 
droit. Une diminution de la taille est visible après 4 h, toujours liées à la  sédimentation 
des plus gros éléments, mais aucune réagrégation n’est observée.

Figure 66 : Distribution en taille des nanoparticules de CuO avant (courbe noire) et après greffage de 
la Streptavidine (courbe verte) et stabilité dans le temps de la solution colloïdale (encadré supérieur droit).

La di stribution e n t aille de s n anoparticules de  CuO-Strep est centrée sur 260 nm 
mais es t p lus ét alée q ue cel le av ant gr effage, ce qui  s ignifie qu ’il y a pl us de  
nanoparticules entre 300 et 1 000 nm. 

Les observations au SEM (Figure 67) de quelques nanoparticules de CuO-Strep ne 
montrent pa s de  di fférence m ajeure avec l es cl ichés obt enus av ant g reffage d e l a 
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Streptavidine. Nous distinguons toujours des agglomérats de plusieurs nanoparticules de 
tailles similaires à ceux précédemment identifiés, i.e. de 150 à 350 nm. 

Figure 67 : Images SEM des di spersions colloïdales obtenues après sonication de  poudres de  CuO
après fonctionnalisation par la Streptavidine.

Ce résultat suggère que l’augmentation du diamètre hydrodynamique est plutôt liée à
la f ormation d’ une c ouche d e S treptavidine « épaisse » avec pl usieurs é paisseurs de  
protéines. Les résultats obtenus après fonctionnalisation des nanoparticules avec l ’ADN 
tendent à le confirmer, comme nous allons le présenter.

2.3. Greffage de l’ADN

Tout comme pour  la S treptavidine, l a première é tape est l’estimation de l a quantité 
d’ADN né cessaire pour  f onctionnaliser l ’ensemble de s pr otéines di sponibles s ur l a 
surface des nanoparticules de CuO. 50 µL de Streptavidine à la concentration massique de 
1 mg.mL-1 donne 2,5 × 1013 protéines par mL. Afin de se placer en excès par rapport à la 
Streptavidine, nous ajouterons 5 fois plus d’ADN que de Streptavidine. La concentration 
de la solution mère en ADN étant de 0,5 m M, nous ajouterons un vol ume de 0,5 µ L par 
mL de solution colloïdale de  CuO-Strep, soit 10  µL de  solution mère d’ADN pour  les 
20 mL de solution colloïdale préparée précédemment. Les brins d’ADN utilisés dans ces 
expériences sont ceux présentés dans le Tableau 7.

Après i ncubation d’ au moins 7 h (Zhang et a l., 2013b) , la s olution colloïdale est
rincée trois fois par 15 min de centrifugation à 16 000 G afin d’éliminer l’excès d’ADN 
en solution. La solution colloïdale est r edispersée après chaque c entrifugation dans une  
solution aqueuse de PBS 0,1 X et de Tween 0,05 % dans un bain à ultrasons. Le diamètre 
hydrodynamique et le potentiel Zeta des nanoparticules fonctionnalisées obtenues, notées 
CuO-ADN, sont caractérisés par DLS et les résultats pour trois longueurs d’ADN (court, 
intermédiaire et long) sont reportés dans le Tableau 10.
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Tableau 10: Diamètres hydrodynamiques m oyens e t pot entiels Zeta des nanoparticules de C uO 
fonctionnalisées avec les brins d’ADN courts (15 bases), intermédiaires (30 bases) et longs (45 bases) (les 
écarts t ypes s ont c alculés s uivant l a l oi de St udent, à p artir de  2,  6 e t 11 e xpériences i ndépendantes, 
respectivement pour l’ADN court, intermédiaire et long).

Diamètre hydrodynamique 
moyen (nm)

Potentiel Zeta (mV)

CuO-ADN court 

(ss-A0, PBS 0,1 X)
209 ± 18 -43,0 ± 2,1

CuO-ADN intermédiaire 
(ss-A15, PBS 0,1 X)

222 ± 9 -43,7 ± 1,0

CuO-ADN long 

(ss-A30, PBS 0,1 X)
238 ± 10 -44,1 ± 2,3

Le diamètre hydrodynamique moyen des nanoparticules de CuO est de 209 ± 18 nm 
avec l es A DN c ourts ( 15 ba ses), de  222 ± 9 nm ave c l es A DN l ongs ( 30 bases) et  de  
238 ± 10 nm  pour  l es A DN l ongs ( 45 b ases). La di spersion pa rticulièrement é levée d e 
CuO-ADN court (8,6 %) e st pr incipalement due a u nom bre r estreint d’ échantillons 
caractérisés (2 ici seulement).

Le diamètre hydrodynamique moyen des nanoparticules augmente respectivement de 
22 nm, 35 nm et 51 nm après greffage avec les ADN courts, intermédiaires et longs. Ces 
résultats sont conformes aux augmentations attendues : en tenant compte de la protéine et 
de la longueur du brin d’ADN, nous avons calculé une augmentation théorique de 22 nm, 
de 35 nm  e t de  40 nm  r espectivement, par r apport au diamètre av ant greffage de  l a 
Streptavidine ( 187 ±  5 nm). Ces r ésultats conf irment donc  que  l es a ugmentations t rop 
importantes obs ervées après greffage d e l a S treptavidine (de 30 nm) étaient l iées à de s 
interactions faibles dues à l’adsorption d’une couche épaisse de protéines à la surface des 
nanoparticules de CuO, induisant un d iamètre hydrodynamique supérieur à celui obtenu 
pour CuO-ADN (230 nm).

On constate de  façon intéressante que  le potentiel Zeta augmente en valeur absolue 
avec l ’augmentation de  l a t aille de  l ’ADN, d e 43 à  44 m V. C ette observation e st 
cohérente avec la charge négative de l’ADN dans l’eau : plus on augmente le nombre de 
bases, plus la charge négative est importante. Elle témoigne également du gain de stabilité 
de la solution colloïdale avec la taille de l’ADN. 

Ces différentes observations confirment donc le greffage effectif de l’ADN sur les 
particules. 

La Figure 68 donne la distribution en taille des nanoparticules de CuO après greffage 
de l ’ADN i ntermédiaire ( courbe r ouge), de l a Streptavidine ( courbe v erte), et av ant 
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fonctionnalisation (courbe noire). Dans l’encadré supérieur droit, l’évolution du diamètre 
hydrodynamique moyen pendant 8 h d es nanoparticules de  CuO-ADN est t racée sur l a 
courbe r ouge e t m ontre une s édimentation a près 3 h de  s tockage. C ette s édimentation 
témoigne d’ un m anque de s tabilité en s uspension des pa rticules l es pl us l ourdes : une  
simple ré-homogénéisation de la solution permet leur redispersion.

Figure 68 : Distribution en taille des nanoparticules de CuO avant (courbe noire), après greffage de 
la St reptavidine ( courbe v erte) e t apr ès gr effage de  l ’ADN i ntermédiaire ( courbe r ouge) et s tabilité des
solutions colloïdales (encadré supérieur droit).

L’augmentation de la  t aille mo yenne d es na noparticules e st confirmée ic i pa r le  
décalage du pi c à 285  nm , a lors centré s ur 190 nm  a vant f onctionnalisation. Les 
observations SEM confirment que  l a t aille d es agrégats a augmenté (voir Figure 69). 
Nous y vo yons a ussi une  pl us f orte pol ydispersité. La s urface n’ apparaît pa s
particulièrement m odifiée pa r rapport aux na noparticules f onctionnalisées pa r l a 
Streptavidine. 

Figure 69 : Im ages SEM des dispersions c olloïdales obt enues apr ès s onication de  nanopoudres de 
CuO et après fonctionnalisation par l’ADN.
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3. Bio-fonctionnalisation de s olutions co lloïdales s tables de
nanoparticules d’Al

Cette s ection pr ésente le pr otocole d e di spersion e t de  f onctionnalisation de s 
nanoparticules d ’Al, e n t rois pa rties : la  s tabilisation et la  c aractérisation des 
nanoparticules d ’Al e n solution a queuse, l a f onctionnalisation de s na noparticules d’ Al 
avec la Streptavidine, puis avec les brins d’ADN. 

3.1. Dispersions des nanoparticules d’Al en solution aqueuse

3.1.1. Optimisation de l’étape de sonication

Après di spersion de s na noparticules d’ Al da ns 2 5 m L de  s olution a queuse, c omme 
décrit dans la section 2.1, la solution est soniquée puis laissée au repos pour éliminer par 
sédimentation les pl us gr os agrégats. La durée de s onication e t l a m asse de  poud re à  
disperser s ont les d eux pa ramètres c lés à é tudier pour  opt imiser la  dispersion des 
nanoparticules d’Al.

Comme pour les nanoparticules de CuO, un pl an de Doelhert a permis de trouver le 
couple optimal « durée de sonication - masse de nanoparticules ». La durée de sonication 
a été étudiée entre 30 sec et 20 min, et la masse de nanoparticules entre 0 e t 40 mg pour 
un vol ume de  s olution et une  pui ssance de  s onication c onstants, de  25  m L e t 20 0 W 
respectivement. Conformément a ux t ravaux de F. Séverac (Séverac et al ., 2012) , la 
concentration en Tween aj outé à l a s olution est de  0 ,1 %vol, e t l a c oncentration e n 
tampon phosphate de 20 mM. Des i nformations s upplémentaires s ur l e nom bre 
d’expériences m enées, la va riation des pa ramètres et  l a r épétabilité s ont donné es en 
Annexe 7. L’évolution du diamètre moyen de la dispersion colloïdale d’Al en fonction de 
la dur ée d e s onication et de  l a m asse de  n anoparticules initiale après 24 h de  r epos, 
déterminée par le plan de Doelhert, est représentée sur la Figure 70.
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Figure 70 : Evolution du diamètre hy drodynamique m oyen de  l a di spersion c olloïdale à bas e de  
nanoparticules d’Al en fonction de la durée de sonication et de la masse de nanopoudre commerciale d’Al
mise en solution, après 24 h de repos.

En f onction de  l a dur ée de  s onication e t de  l a m asse de  na noparticules d’ Al, l e 
diamètre m oyen va rie e ntre 140 nm  e t 190 nm . O n obs erve s ur l e g raphique que  l es 
diamètres l es pl us f aibles s ont obt enus pour  une  dur ée d e 20 m in, e t po ur une  m asse 
d’environ 15 m g de nanoparticules d’Al (zone en rouge sur le graphique). Cependant, il 
s’avère que dans ce cas, la répétabilité des expériences n’est pas bonne, ne permettant pas 
de valider le modèle dont la représentation graphique est donnée en Figure 70. La grande 
disparité en taille observée sur les nanoparticules d’Al fournies par US Research peut être 
un facteur expliquant la difficile reproductibilité des expériences. Comme nous le verrons 
par l a s uite, la f orte t eneur en  P B ( 20 m M) pe ut é galement être un  f acteur limita nt la  
reproductibilité. En effet, la charge ionique de la solution étant supérieure, la stabilité des 
nanoparticules d’Al en suspension est plus di fficile e t moins reproductible que pour  les 
colloïdes de CuO.

Cependant, l e m odèle o btenu a vec ce pl an d ’expérience e n de hors de s conditions 
limites (pour une durée comprise entre 4 e t 16 min et une masse entre 5 e t 30 mg) a une 
allure s imilaire à cel ui obt enu dans l e cas  de s na noparticules de  C uO. Ainsi, les 
hypothèses du p aragraphe 2.1.1. e xpliquant l es évolutions de  diamètre hydrodynamique 
sont toujours valable ici. 

En r ésumé, nous  r etiendrons m algré c es di fficultés que le d iamètre 
hydrodynamique moyen des nanoparticules d’Al en solution est minimal pour une  
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sonication de 15 mg d’Al pendant 8 min. Ces paramètres seront respectés précisément 
dans la suite des expériences afin de maximiser la reproductibilité des colloïdes.

3.1.2. Détermination d e l a concentration en  A l et du nom bre de 
nanoparticules d’Al en solution

Comme pour  l e CuO, l a c oncentration e n na noparticules d’Al est caractérisée pa r 
AAS. Une masse de 15 ± 0,1 mg de nanoparticules d’Al est versée dans 25 mL (± 2 %) de 
solution aqueuse avec tampon phosphate (PB) et Tween 20, puis soniquée pendant 8 min.
La s olution e st ensuite laissée au repos pe ndant 24 h, pui s 20  m L de  s urnageant s ont 
prélevés et  ana lysés. L’acide H NO3 concentré à 6 9 % e st a jouté a u s urnageant pour  
dissoudre l es n anoparticules d’ Al et obtenir un e c oncentration m assique e n Al, not ée 
[Al]m. La conc entration e n n anoparticules d’ Al e n s olution s ’exprime à pa rtir de  l a 
concentration massique en Al et du diamètre hydrodynamique par la relation suivante :

𝑁𝐴𝐴 =
[𝐴𝐴]𝑆 × 𝑉𝑠𝑠𝐴

𝑚𝑁𝑁 × �𝑊𝐴𝐴 + 2 × (1 −𝑊𝐴𝐴) × 𝑀𝐴𝐴
𝑀𝐴𝐴2𝑂3
� �

(3.8)

Avec :

𝑚𝑁𝑁 = 𝜌𝐴𝐴 × 4
3� × 𝜋 × (𝑟𝐴𝐴)3 + 𝜌𝐴𝐴2𝑂3 × 4

3� × 𝜋 × (𝑟𝑁𝑁3 − 𝑟𝐴𝐴3 )

𝑚𝑁𝑁 = 4
3� × 𝜋 × (𝑟𝑁𝑁)3 × �𝜌𝐴𝐴 × 𝑥3 + 𝜌𝐴𝐴2𝑂3 × (1 − 𝑥3)�

x représente i ci l e r apport ent re l e rayon de l a s phère d ’Al et  l e rayon de l a 
nanoparticule :

𝑥 = �
𝑊𝐴𝐴 × 𝜌𝐴𝐴2𝑂3

𝜌𝐴𝐴 + 𝑊𝐴𝐴 × 𝜌𝐴𝐴2𝑂3 −𝑊𝐴𝐴 × 𝜌𝐴𝐴

3

Où WAl correspond a u rapport dé fini da ns l’équation ( 3.1) ; MAl, MO et MAl2O3

correspondent aux  m asses m olaires r espectives de l ’Aluminium, de l ’Oxygène et de  
l’Alumine ; ρAl et ρAl2O3 les masses volumiques de l’Aluminium et de l’Alumine ; rNP et 
rAl les rayons de la nanoparticule et du cœur d’Aluminium pur. Le détail des calculs est 
donné en Annexe 9.

3.1.3. Influence de  l a concentration e n t ampon pho sphate e t en s urfactant 
sur la sédimentation des nanoparticules d’Al

L’étude du C uO a yant m ontré qu’ il é tait pl us i ntéressant de  pr élever l e s urnageant 
après 24 h de  r epos ( voir pa ragraphe 2.1.3.) , nous  a vons é tudié i ci l ’influence de  l a 
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concentration de  P B e t de T ween s ur l a c oncentration e n na noparticules d’ Al da ns l a 
solution colloïdale après sonication (t0) puis 24 h de repos (t24).

Comme pour le CuO, on fait l ’hypothèse que la modification des concentrations de 
Tween et P B n’influent pa s de  f açon s ignificative s ur l ’optimisation d es paramètres de  
sonication dé terminées précédemment ( 14,5 m g, 8 m in 10 s ec) que lques s oient l es 
solutions pr éparées. Ci-dessous s ont dé taillées l es di fférentes s olutions pr éparées et 
analysées :

• Al A : 13 mg d’Al dans 25 mL de PB à 20 mM et Tween à 0,1 %
• Al B : 13 mg d’Al dans 25 mL de PB à 10 mM et Tween à 0,05 %
• Al C : 13 mg d’Al dans 25 mL de PB à 20 mM et Tween à 0,05 %
• Al D : 13 mg d’Al dans 25 mL de PB à 10 mM et Tween à 0,01 %
• Al E : 13 mg d’Al dans 25 mL de PB à 20 mM et Tween à 0,01 %

Pour cha cune de s s olutions pr éparées, le di amètre h ydrodynamique m oyen et  l e 
potentiel Zeta après sonication (t0) puis 24 h de  repos (t24) sont donnés sur le graphique 
de la Figure 71.

Figure 71 : Diamètre hy drodynamique m oyen et p otentiel Zeta de l a s olution c olloïdale d’Al en 
fonction de la durée de sédimentation et de la composition de la solution colloïdale.

Quelle que soit la concentration en PB, le diamètre hydrodynamique moyen diminue 
après 24 h de  r epos. M ais nous  obs ervons une  pl us f orte di minution pour  une  
concentration e n P B de  20 m M ( Al A , Al C et Al E ). En effet, le di amètre 
hydrodynamique passe de 260 nm à t0 à 140 nm à t24, alors qu’il passe de 230 nm à t0 à 
190 nm à t24 pour une concentration en PB de 10 mM (Al B et Al D). 

La di spersion s emble m oins bonne  pour  une  c oncentration e n P B t rop é levée. La 
force ionique en solution est en effet plus forte, affaiblissant l’énergie de répulsion entre 
les nanoparticules (cf. Chapitre 4). Celles-ci sont donc moins bien désagrégées et forment 
de plus gros agrégats en fin de sonication, expliquant le diamètre plus important à t0. De 
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plus, ces agrégats s édimentent pl us v ite, expliquant la  ta ille moi ns importante à  t24 où 
seules les petites particules restent en solution. 

Les va leurs de  pot entiel Zeta varient qua nt à el les ent re -48 et  -52 m V da ns l es 
solvants respectifs. Ces valeurs homogènes et élevées témoignent de la bonne stabilité de 
la solution colloïdale obtenue après sonication. 

Enfin, on n’ observe p as d’ influence de  l a c oncentration e n T ween s ur l e di amètre 
hydrodynamique moyen et le potentiel Zeta.

Pour chacune des solutions, la concentration massique en Al est déterminée par AAS 
et l es r ésultats s ont pr ésentés s ur l e g raphique (a) de  l a Figure 72. A pa rtir de  l a 
concentration m assique e t du di amètre h ydrodynamique m oyen, l a concentration e n 
nanoparticules d’Al a pu  être calculée à partir de l’équation (3.8) et est présentée sur le 
graphique (b) de la même Figure 72.

Figure 72 : Concentration m assique e n Al (graphique ( a)) e t c oncentration e n n anoparticules d’Al
(graphique (b)) pour les di fférentes solutions colloïdales de nanoparticules d’Al en fonction du t emps de 
repos.

On note, comme attendu, une diminution importante de la concentration massique en 
Al après 24 h de  repos. Les observations faites sur le  diamètre hydrodynamique moyen 
sont conf irmées i ci : a lors qu’ après s onication ( t0), on obs erve un e c oncentration 
relativement homogène à 430 ± 30 mg.L-1, la concentration diminue à 30 mg.L-1 (7 % de 
la concentration à t0) pour les solutions ayant le plus faible diamètre hydrodynamique (Al 
A, Al C et Al E) et elle atteint 120 mg.L-1 (28 % de la concentration à t0) pour les deux 
autres solutions. On voit donc que la sédimentation des particules mal désagrégées pour 
une concentration en PB de 20 mM élimine une très grande quantité d’Al en solution.

Par ailleurs, c’est la solution Al B qui possède la concentration massique en Al la plus 
élevée (123 mg.L-1), résultat identique à celui obtenu pour le CuO.
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Les solutions Al A , Al C et Al E présentent une concentration en nanoparticules de 
(1,7 ± 0,2) × 1010 NP.mL-1 à t 0, pui s de  (7,9 ±  0,3) × 109 NP..mL-1 à t 24, s oit une  
diminution de 55 % de la concentration initiale après 24 h de repos de la solution. 

Les solutions Al B et Al D présentent une concentration en nanoparticules plus élevée 
à t 0, de  ( 2,6 ± 0,1) × 1010 NP.mL-1 et à t 24, d e ( 1,2 ±  0,1) × 1010 NP.mL-1, s oit une  
diminution de 53 % de la concentration initiale après 24 h de repos de la solution.

On constate donc aisément qu’il est plus intéressant de travailler avec une solution à 
faible concentration de PB, permettant d’obtenir une concentration en nanoparticules d’Al 
plus élevée, bien que le diamètre hydrodynamique des nanoparticules soit plus grand. Par 
ailleurs, com me obs ervé l ors de  l ’analyse de  l a concentration massique en Al, c’est l a 
solution Al B qui p ossède l a con centration en nanoparticules l a pl us él evée 
(1,2 × 1010 NP.mL-1). 

Nous retiendrons donc les conditions suivantes pour la dispersion des nanoparticules 
d’Al : une concentration en PB de 10 mM et en Tween de 0,05 %vol.

3.1.4. Reproductibilité du protocole de dispersion.

La reproductibilité de la di spersion en concentration m assique d’ Al ( mg.L-1) et  en 
concentration en nanoparticules (NP.ml-1) a été évaluée en répétant 5 fois le protocole de 
dispersion précédemment décrit. Les résultats sont présentés sur la Figure 73.

Figure 73 : Concentration massique en Al (graphique (a)) et en nanoparticules d’Al (graphique (b)) en 
solution à t0 et à t24 pour une solution de type Al B (PB à 10 mM et Tween à 0,05 %).

Sur l e diagramme de  gauche, on obs erve une t rès bonne  r eproductibilité de  l a
concentration massique en Al à t0, avec une moyenne de 403 ± 12 mg.L-1. L’écart type 
représente un e va riation de 3 % autour de  l a v aleur m oyenne. A près 24 h de  repos, la 
concentration moyenne en Al diminue à 122 ± 6 mg.L-1, soit une variation de 5 %. Par 
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ailleurs, la perte de matière après 24 h de repos représente 70 % de la valeur initiale en 
Al, conformément à ce qui a été observé précédemment.

A t0, l a concentration en na noparticules est d e ( 2,42 ±  0,14) × 1010 NP.mL-1

(variation de 6 % ). A t24, il ne reste plus que (1,17 ± 0,05) × 1010 NP.mL-1 (variation de 
4 %). A insi, les variations après 24 h  de  repos se s ituent da ns une marge d’ incertitude
inférieure à 5 %, c e qui , c ompte t enu du nom bre de  pa ramètres i ntervenants l ors de  l a 
dispersion colloïdale, témoigne de la très bonne reproductibilité du procédé de dispersions 
de nanopoudres d’Al com merciales. Par ai lleurs, la perte de  concentration en 
nanoparticules d’Al après 24 h de sédimentation représente 50 % de la valeur initiale.

3.1.5. Bilan et caractérisation des solutions colloïdales optimisées 

Nous avons établi l es p aramètres de di spersion d es nanoparticules d’Al en solution 
aqueuse pe rmettant d’ obtenir une  s uspension c olloïdale homogène, reproductible et  
bien con trôlée. La solution c olloïdale d’ Al a insi obt enue c ontient e nviron 
(2,4 ± 0,2) × 1010 NP.mL-1 d’Al de diamètre moyen de 230 nm. Après 24 h de repos, la 
solution c olloïdale r este hom ogène, a vec environ (1,2 ±  0, 1) × 1010 NP.mL-1 d’Al de  
diamètre moyen 22 0 n m. E n 24 h de repos, la moi tié des n anoparticules ini tialement 
présentes sont éliminées, ce qui  représente 70 % de la masse initiale. Les concentrations 
en Tween et en PB optimisées pour limiter la sédimentation sont de 0,05 %vol et 10 mM
pour le Tween et le PB respectivement.

On obt ient a près s onication de s a grégats de  quelques na noparticules, c omme l e 
confirment les observations des nanoparticules en microscopie électronique. 

Figure 74 : Images SEM des dispersions colloïdales d’Al obtenues après sonication en solvant aqueux 
avec PB et Tween 20 à 10 mM et 0,05 %vol. respectivement.

Le di amètre h ydrodynamique moyen et le  pot entiel Zeta mesurés par DLS des 
nanoparticules d’Al ainsi dispersées en solution colloïdale sont reportés dans le Tableau 
11.
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Tableau 11 : Diamètre hydrodynamique moyen et potentiel Zeta des nanoparticules d’Al dispersées en 
solution a queuse avant f onctionnalisation (les i ncertitudes s ont c alculées s elon l a l oi de St udent s ur 2 0 
expériences indépendantes).

Diamètre hydrodynamique 
moyen (nm)

Potentiel Zeta (mV)

Solution colloïdale d’Al 
stabilisée

224 ± 7 -49,9 ± 1,2

Le di amètre h ydrodynamique m oyen obt enu est de  224  ±  7 nm  et m ontre une  t rès 
faible disparité des résultats (environ 3 % ). Nous pouvons donc conclure que le procédé 
de dispersion permet l’obtention de solutions colloïdales stables et de façon répétable. 

La d istribution en taille des n anoparticules d’ Al et la  s tabilité da ns le  te mps de  la  
solution colloïdale sont données en Figure 75.

Figure 75 : Distribution en taille des nanoparticules d’Al au sein de la solution colloïdale et stabilité 
de la solution dans le temps (encadré supérieur droit).

Tout comme les solutions colloïdales de  CuO, la distribution des nanoparticules est 
plus large que l’incertitude calculée sur la moyenne de la dispersion, avec des particules 
de taille comprise entre 50 et 700 nm. La distribution du diamètre hydrodynamique décrit 
une di stribution e n t aille c entrée s ur 225 nm. Par a illeurs, les f orts pot entiels Zeta
mesurés, supérieurs en valeur absolue à 40 mV et proches de ceux obtenus dans le cas du 
CuO, m ontrent que  l es dispersions c olloïdales s ont s tables. L a s tabilité de  l a s olution 
colloïdale est confirmée par le graphique présenté dans l’encadré supérieur droit.

Ces solutions colloïdales, optimisées et stabilisées, sont alors prêtes pour la prochaine 
étape : le greffage de la Streptavidine.
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3.2. Greffage de la Streptavidine

En reprenant la méthodologie présentée à la section 2.2., nous avons estimé la surface 
de na noparticules à  greffer à pa rtir de  l a con centration en nanoparticules d’Al e t du  
diamètre hydrodynamique moyen mesuré.

𝑆𝑖𝑠𝑖 = 𝑁𝐴𝐴 × 𝑉 × 4𝜋 × �ΦAl
2� �

2

(3.9)

Avec :

• NAl = (1,2 ± 0,2) × 1010 NP.mL-1

• V = 20 ± 0,1 mL
• ΦAl = 215 ± 5 nm

On trouve pour 20 mL de solution une surface totale de (2,9 ± 0,1) × 10-2 m².

Le volume nécessaire de solution mère en Streptavidine (1 mg.mL-1) pour recouvrir 
uniformément la surface d’Al est de 30 µ L. Afin de se placer en excès, nous retiendrons 
50 µL de Streptavidine.

Après un  t emps d’ incubation d’ un m inimum de 4 h (Zhang et a l., 2013b) , les 
solutions s ont r incées t rois f ois dans une  s olution de PBS 0,1X  e t d e T ween 20  à  
0,05 %vol afin d’éliminer l’excès de Streptavidine. Entre chaque rinçage, la solution est 
centrifugée pendant 20 min à 16 000 G et les particules redispersées pendant 5 min dans 
un ba in à  ul trasons. Le pot entiel Zeta et le  diamètre h ydrodynamique mo yen des 
nanoparticules d’Al fonctionnalisées avec la Streptavidine, notées Al-Strep, caractérisés 
par DLS, sont reportées dans le Tableau 12.

Tableau 12: Diamètre hydrodynamique et potentiel Zeta des nanoparticules d’Al fonctionnalisées avec
la St reptavidine (les i ncertitudes s ont c alculées d’ après l a l oi de  St udent s ur 14 e xpériences 
indépendantes).

Diamètre hydrodynamique 
moyen (nm)

Potentiel Zeta (mV)

Al-Strep (PBS 0,1X) 239 ± 7 -44,4 ± 2,1

Dans l e P BS 0, 1X, l e di amètre h ydrodynamique m oyen est m esuré à 23 9 ± 7 nm , 
avec une faible disparité (3 %). Cela représente une augmentation de 15 nm par rapport à 
la solution d’Al avant fonctionnalisation. On observe aussi une  diminution du pot entiel 
Zeta de 5 m V l orsque l a m esure est r éalisée d ans l e nouve au s olvant P BS 0,1X , a vec 
-44,4 ± 2,1 mV.
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Contrairement à c e qui  avait été observé pour le CuO, l ’augmentation de 15 nm du 
diamètre hydrodynamique moyen est conforme à la valeur attendue, puisque la taille de la 
protéine est d’environ 5 nm3. Cela confirme la réussite de l’étape de greffage, et que les 
colloïdes à base d’Al ne sont pas soumis aux interactions faibles que nous avons observé 
sur les nanoparticules de CuO. 

Enfin, une  c omparaison de  l a di stribution d u di amètre h ydrodynamique de s 
nanoparticules d’Al est proposée en Figure 76, avant (courbe noire) et après greffage de 
la Streptavidine (courbe verte).

Figure 76 : Distribution en taille des nanoparticules d’Al avant (courbe noire) et après greffage de la 
Streptavidine (courbe verte), et stabilité dans le temps de la solution colloïdale (encadré supérieur droit).

La courbe ve rte m ontre une  di stribution de s n anoparticules Al-Strep centrée s ur 
255 nm. Le d écalage du  pi c d e 30 nm es t cohérent av ec l ’augmentation du diamètre 
hydrodynamique m oyen. Les obs ervations a u SEM confirment les t ailles m esurées de s 
nanoparticules d’Al (voir Figure 77). 

Figure 77 : Images SEM des dispersions colloïdales de nanopoudres d’Al après fonctionnalisation par 
la Streptavidine.
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L’agrégation obs ervée p eut s e pr oduire l ors du  s échage de  l a s olution c olloïdale 
déposée sur la grille TEM, qui explique une taille d’agrégats supérieure à celle mesurée 
par DLS. Par ailleurs, on observe une  légère modification de  la surface, plus rugueuse, 
qui pourrait être le témoin d’un greffage biologique.

3.3. Greffage de l’ADN

Comme pour les solutions colloïdales de  CuO, t rois tailles d’ADN sont étudiées, et 
les s équences ut ilisées sont r appelées da ns l e Tableau 7 : ADN courts ( 15 bases), 
intermédiaires (30 bases) e t lon gs (45 bases). N ous ut iliserons le s mêmes vol umes 
d’ADN que dans le cas du CuO : 10 µL de solution mère d’ADN sont ajoutés aux 20 mL 
de s olution c olloïdale Al-Strep. Après un e i ncubation d e 7 h (Zhang et a l., 2013b) , l a 
solution c olloïdale e st r incée 3 f ois a vec une  s olution de PBS 0,1X  e t de T ween 20 à 
0,05 % par 20 min de centrifugation à 16 000 G suivi de 5 min de dispersion dans un bain
à ul trasons entre ch aque cent rifugation, afin d’éliminer l ’excès d’ ADN n on greffé. Le 
diamètre h ydrodynamique et le  pot entiel Zeta des nanoparticules f onctionnalisées 
obtenues, notées Al-ADN, sont caractérisés par DLS et les résultats pour trois longueurs 
d’ADN (court, intermédiaire et long) sont reportés dans le Tableau 13.

Tableau 13: Diamètres hydrodynamiques m oyens e t potentiels Zeta des nanoparticules d’Al 
fonctionnalisées avec les brins d’ADN courts (15 bases), intermédiaires (30 bases) et longs (45 bases) (les 
écarts t ypes s ont c alculés s uivant l a l oi de St udent, à p artir de  2,  6 e t 11 e xpériences i ndépendantes, 
respectivement pour l’ADN court, intermédiaire et long).

Diamètre hydrodynamique 
moyen (nm)

Potentiel Zeta (mV)

Al-ADN court 

(ss-B0, PBS 0,1 X)
249 ± 4 -43,8 ± 2,4

Al-ADN intermédiaire     
(ss-B15, PBS 0,1 X)

238 ± 13 -43,3 ± 2,1

Al-ADN long 
(ss-B30, PBS 0,1 X)

248 ± 10 -44,2 ± 1,5

Le diamètre hydrodynamique moyen des nanoparticules d’Al est de 249 ± 4 nm avec 
les ADN c ourts (15 ba ses), de  238 ± 13 nm  avec l es A DN l ongs ( 30 ba ses) e t de  
248 ± 10 nm pour les ADN longs (45 bases). Le diamètre hydrodynamique moyen après 
greffage de l’ADN augmente donc respectivement de 25 nm, 14 nm et de 23 nm pour les 
ADN courts, intermédiaires et longs, comparativement à la taille des particules d’Al avant 
fonctionnalisation ( 224 ±  7 nm ). C ontrairement a u C uO, c es a ugmentations a près 
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greffage de l’ADN ne suivent pas les augmentations attendues de 22 nm, de 35 nm et de 
40 nm r espectivement, excepté pour  Al-ADN cou rt. C es résultats s ’expliquent 
probablement par l’existence d’interactions faibles ou fortes, non-désirées, entre les brins 
d’ADN et les nanoparticules d’Al. Le chapitre précédent ayant en effet montré l’existence 
d’interactions fortes entre la thymine et la surface d’Al2O3, on peut supposer un étalement
total ou partiel de l ’ADN sur l a surface pour  l es br ins contenant un spacer de th ymine 
(Al-ADN i ntermédiaire et Al-ADN l ongs), induisant une  r éduction du di amètre 
hydrodynamique par rapport à ce qui est attendu.

Le potentiel Zeta varie de -43,8 ± 2,4 mV à -43,3 ± 2,1 mV et -44,2 ± 1,5 mV avec 
les ADN courts, intermédiaires et longs, respectivement. Ici, l’évolution du potentiel Zeta
n’est pas aussi cohérente que dans le cas des nanoparticules de CuO : le potentiel d’Al-
ADN court est supérieur à  c elui d’ Al-ADN i ntermédiaire. U ne nouvelle f ois, 
l’étalement probable de l’ADN permet d’apporter une explication à cette évolution. Ces 
observations c onfirment c ependant que  l e greffage de  l ’ADN e st effectif s ur l es 
particules. 

Pour finir, la Figure 78 donne la distribution en taille des nanoparticules d’Al après 
greffage de  l ’ADN i ntermédiaire ( courbe r ouge), de  l a S treptavidine ( courbe ve rte), et 
avant f onctionnalisation (courbe noi re). Dans l ’encadré e n ha ut à dr oite, l ’évolution du 
diamètre h ydrodynamique m oyen pe ndant 8 h d es na noparticules d’ Al-ADN est t racée 
sur la courbe rouge.

Figure 78 : Distribution en taille des nanoparticules d’Al avant (courbe noire), après greffage de la 
Streptavidine ( courbe v erte) et apr ès gr effage de  l ’ADN i ntermédiaire ( courbe r ouge) e t s tabilité des
solutions colloïdales (encadré supérieur droit).

On observe un décalage du pic de 225 nm à 335 nm après greffage de l’ADN, ce qui 
confirme l ’augmentation du di amètre h ydrodynamique m oyen de s na noparticules 
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observée après greffage de s bi omolécules. L’étalement de  l a di stribution e xplique pa r 
ailleurs l ’écart ent re l es va leurs m oyennes don nées pr écédemment et  l e cent re du pic 
principal. U ne nouv elle fois, l a s olution e st s table da ns l e t emps comme l e m ontre l e 
graphe dans l’encadré en haut à droite. 

Les obs ervations a u microscope é lectronique de  l a Figure 79 confirment la  
polydispersité des agrégats de quelques nanoparticules obtenues.

Figure 79 : Images SEM des dispersions colloïdales de nanoparticules d’Al après fonctionnalisation 
par l’ADN.

La s urface appa raît pl us r ugueuse apr ès greffage de  l ’ADN que  cel le de s 
nanoparticules nu es, mais i l es t di fficile de  con clure à un greffage à pa rtir de s cl ichés 
obtenus au SEM.

Ainsi, seule l’augmentation du di amètre h ydrodynamique m oyen e t l a va leur de  
potentiel Zeta permettent de valider l’étape de greffage de l’ADN.
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4. Caractérisation des densités de greffage de la  Streptavidine 
et de  l’ ADN s ur les  na noparticules d’ Al e t de CuO e t 
validation de la préservation de la fonctionnalité de l’ADN

La qua ntification du no mbre de  br ins d ’ADN e t de  S treptavidine e st i mportante à 
deux niveaux. D’abord, elle permet d’estimer la proportion de matière organique dans le 
nanobiocomposite é nergétique f inal, e t don c d’ intégrer s on a pport da ns l es pr opriétés 
énergétiques. Elle permet ensuite, en opt imisant le nombre de brins d’ADN greffés à  la 
surface en jouant sur plusieurs paramètres (durée d’incubation, sonication, concentration 
saline), de ma ximiser l’ hybridation entre l es br ins c omplémentaires et d’ améliorer 
l’assemblage des nanoparticules.

A partir de la concentration en nanoparticules déterminée précédemment, la quantité 
d’ADN greffée es t dé terminée pa r une  m éthode ba sée s ur l a f luorescence. Avant de  
présenter l es r ésultats, i l nous  est apparu important de  présenter r apidement l es t ravaux 
traitant de la quantification d’ADN pour justifier l’intérêt de cette méthode qui s’impose 
aujourd’hui.

4.1. Etat de l’art

La quantification du no mbre de brins d’ADN sur surface ou sur nanoparticules s’est 
développée très tôt, parallèlement à l ’établissement de structures cristallines à haut degré 
d’ordre, m ais e ssentiellement pour  qua ntifier l a de nsité de  greffage de l ’ADN s ur 
nanoparticules d’or. Ainsi, dès 1995, l’équipe de Knoll étudie en solution l’hybridation de 
brins d’ ADN s ur une  s urface d’ or f onctionnalisée a vec de s b rins c omplémentaires pa r 
Résonance Plasmon de Surface (notée SPR, pour Surface Plasmon Resonance) (Piscevic 
et al., 1995). Cette technique, qui étudie la variation de l’indice de réfraction d’un laser au 
voisinage d’ une s urface l ors de  l ’hybridation d’ un br in d’ ADN ou de  l a f ixation d’ un 
ligand, a  e nsuite é té ut ilisée pa r d’ autres é quipes pour  qua ntifier l a qua ntité d’ ADN 
greffée sur surface d’or (Georgiadis et al., 2000; Peterlinz et al., 1997). Les densités de 
surface déterminées dans ces travaux sont de l’ordre de (5,2 ± 0,8) × 1012 molécules par 
cm² (soit 8,6 pmol.cm-2) (Peterlinz et al., 1997). Notons également que l’utilisation de la 
méthode XPS et la variation du pic de l’azote, présentée dans le Chapitre 2, est également 
adaptée à l a quantification d’ADN sur surface d’or, et a m ontré des résultats s imilaire :
(5,7 ±  0,05) × 1012 molécules pa r cm² ( soit 8,6 pmol.cm-²), avec un t aux d’hybridation 
très élevé, de l’ordre de 60 à 100 % (Herne and Tarlov, 1997). Enfin, Castelino et al. ont 
utilisé une  m éthode pa r f luorescence pour  dé terminer l a qua ntification d’ ADN e t de  
protéines sur surface d’or (Castelino et al., 2005).

D’autres m éthodologies ont  é té ut ilisées pour  l a qua ntification de s densités de  
greffage s ur na noparticules d’ or. N ous pouvons  c iter de  f açon non e xhaustive la 
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diffraction d ynamique de l umière (Storhoff et al ., 2000;  T aton et al ., 2000) , la 
spectroscopie Raman (Cao et al., 2002, 2003), par microbalance à quartz (Patolsky et al.,
2000) ou encore par signal électrique ou é lectrochimique (Park et al., 2002; Steel et al.,
1998). C ependant, c’est la méthode par  f luorescence qui  s ’impose par  l a suite
(Castelino et al., 2005; Demers et al., 2000; Hurst et al., 2006; Xu et al., 2005; Zhao et 
al., 2003) , grâce à la facilité d e cal ibration e t l ’instrumentation s imple à m ettre en 
œuvre et permettant l’obtention de faibles densités de surface de précisions de l’ordre du 
pM (Blythe et a l., 201 4). Demers et al . sont l es pr emiers à pr oposer l ’utilisation 
d’oligonucléotides pour la caractérisation des densités de greffage sur nanoparticules d’or 
(Demers et al., 2000). L’idée est simple et repose sur la réversibilité de la liaison thiol –
surface. Ainsi, la quantification se déroule en quatre étapes essentielles, schématisées en 
Figure 80 :

1. Le greffage de  b rins d’ ADN f luorescent à l a s urface de  na noparticules pa r l a 

formation de la liaison thiol – surface d’or.

2. Lavage de la solution et élimination des ADN en excès, non-greffés à l a surface 

des particules.

3. Détachement de s A DN g reffés à l a s urface par aj out de  l ’agent r éducteur 

DiThioThréitol (noté DTT), permettant la rupture de la liaison S-Au.

4. Elimination de s na noparticules pa r c entrifugation, e t m esure d e l’ intensité de  

fluorescence de la solution contenant les ADN fluorescents initialement attachés à 

la surface des nanoparticules.

Figure 80 : P rincipe de  l a quant ification de  br ins d' ADN sur nanopar ticules d' or, ut ilisant la 
réversibilité de la liaison thiol - or en présence de DTT (Hurst et al., 2006).

Ces publ ications ont  p ermis de  m ieux com prendre l e r ôle et  l ’influence de  ces  
paramètres sur l a densité e t l a spécificité du greffage de  br ins d ’ADN sur surface d’or. 
Hurst et al. ont ainsi montré que la concentration saline optimale de leur système était un 
compromis inévitable entre écrantage des charges répulsives des brins d’ADN et stabilité 
de la solution colloïdale, s’établissant dans leur système de nanoparticules d’or à 0,7 M. 
Ils ont également montré que l’utilisation d’un spacer organique comme du PolyEthylène 
Glycol (noté PEG) plutôt qu’un spacer constitué de bases T permettait l’éloignement des 
brins d’ ADN chargés de l a s urface, et donc de limiter de l a gêne s térique et  r épulsive. 
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L’utilisation de sonication de courte durée (10 sec) permet également une augmentation 
de la densité de greffage si le spacer utilisé est à base de brins d’ADN, car il permet de 
rompre les liaisons faibles entre bases ADN et surface d’or. Enfin, ils ont montré que plus 
la particule était grosse, plus le taux de greffage était faible, à cause du rayon de courbure 
diminuant g randement a vec l ’augmentation de l a ta ille de  la  pa rticule. Cette ét ude a  
permis ai nsi d’ améliorer l es pr océdés de  f onctionnalisation et d’ assemblage d e 
nanoparticules, et la fluorescence est devenue la méthode de base pour  la quantification 
d’ADN sur nanoparticules (Cutler et al., 2012).

C’est pour quoi nous  a vons a dapté l a m éthode par f luorescence pou r q uantifier de 
façon rigoureuse, et pour la première fois à notre connaissance, la quantité d’ADN et de 
Streptavidine greffés à la surface de nanoparticules d’Al et de CuO. De façon similaire à 
la publ ication de  H urst et al ., n ous a vons e xaminé l ’impact de  t rois pa ramètres 
expérimentaux sur l a de nsité de  greffage :  l a force i onique, l e t emps d’incubation e t 
sonication, et la composition du brin d’ADN.

Nous pr ésentons da ns l e pr ochain pa ragraphe l es t rois m éthodes de  qu antification 
mises en place pour caractériser les densités de greffage de la Streptavidine et de l’ADN 
et pour valider la conservation de la fonctionnalité de l’ADN.

4.2. Méthode d e c aractérisation de l a d ensité de g reffage de  l a 
Streptavidine

Du fait de la non -réversibilité de l ’accroche de l a S treptavidine sur les surfaces des 
nanoparticules, nous  a vons é laboré un e m éthode de  qua ntification de  l a qua ntité de  
Streptavidine greffée à la surface indirecte en trois étapes, schématisée en Figure 81.

Figure 81 : Schéma présentant la stratégie de quantification indirecte de la Streptavidine fluorescente 
(en rouge) greffée sur les nanoparticules d’Al ou de CuO, en trois étapes.
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D’abord, 1,25 µ L de  s olution m ère de  S treptavidine c oncentré à  1,0 m g.mL-1 dans 
500 µL est ajoutée à la solution colloïdale de nanoparticules de CuO ou d’ Al, préparées 
suivant le protocole décrit en 2.2 et 3.2 respectivement. La solution est ensuite laissée au 
repos pe ndant 24  h avec ré-homogénéisation régulière ( étape 1 ). L e s urnageant est 
récupéré après centrifugation de la solution colloïdale pendant 10 min à 16 000 G (étape 
2), e t les nanoparticules récupérées et suspendues dans un vol ume équivalent (500 µL). 
L’intensité en fluorescence du surnageant es t mesurée et com parée à  un échantillon 
témoin composé de 1,25 µL de Streptavidine avec 500 µ L de solvant PB 10 mM (étape 
3). La c oncentration en Streptavidine e st c alculée pa r t itration ( après r éalisation d’ une 
courbe d’étalonnage) et la quantité de protéines attachées à la surface des nanoparticules 
déduite pa r di fférence e ntre l a concentration e n S treptavidine du  t émoin e t l a 
concentration en Streptavidine du surnageant. La densité de greffage est enfin obtenue en 
normalisant la concentration en Streptavidine calculée par le nombre de nanoparticules en 
solution déterminé par AAS. 

4.3. Caractérisation du greffage de l’ADN

Le c omplexe [ biotine-Streptavidine] pe ut s e di ssocier da ns d es conditions 
expérimentales pr écises. A insi, nous  a vons obs ervé e xpérimentalement l a r upture du  
complexe apr ès chauffage d’ une s olution c olloïdale c omposée de  bi lles de  pol ystyrène 
recouvertes de  S treptavidine com plexée ave c de s br ins d’ ADN f luorescents, après 
chauffage à 80 °C  da ns une  s olution de  D odécylSulfate de  Sodium (noté S DS, pour  
Sodium Dodecyl Sulfate) à 0,1 %  pendant 10 m in. Cependant, nous n’avons pu obs erver 
cette r upture da ns l e c as de s na noparticules d’ Al e t de  C uO. N ous a vons donc  m is a u 
point une  m éthode indirecte en trois ét apes, similaire à cel le pr ésentée pour  l a 
Streptavidine, schématisée en Figure 82.

Figure 82 : Schéma de la méthode de quantification indirecte par fluorescence de l 'ADN fluorescent 
(en rouge) greffé à la surface des nanoparticules d’Al ou de CuO en trois étapes.
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La pr emière étape consiste à greffer sur l es nanoparticules de CuO-Strep ou d’Al-
Strep des brins d’ADN fonctionnalisés avec un fluorophore (FAM) et un groupe biotine, 
en a joutant 1  µ L d e s olution d’ ADN f luorescent da ns 500  µ L de  s olution c olloïdale. 
Après incubation, les nanoparticules sont éliminées par centrifugation à 16 000 G pendant 
10 min (étape 2), et le surnageant contenant l’excès d’ADN non greffé est récupéré et son 
intensité en fluorescence m esurée et com parée à un échantillon témoin (étape 3) . Le 
nombre de brins d’ADN greffés sur les nanoparticules est obtenu par différence entre la 
concentration initiale en ADN (échantillon témoin) et la concentration du surnageant. Les 
nanoparticules r ésultantes e t f onctionnalisées, n otées CuO-ADN, s ont r edispersées e t 
rincées trois fois par centrifugation dans un solvant aqueux de PBS 0,1 X  et Tween 0,05 
%vol.

4.4. Caractérisation de la fonctionnalité de l’ADN

Enfin, la fonctionnalité16 de l’ADN greffée, i.e. la spécificité du  greffage de l’ADN 
par l e gr oupe bi otine e t l a pr éservation de la s équence h ybridable ave c l e br in 
complémentaire, peut êt re év aluée p ar i ncubation d’ADN fluorescent complémentaire 
dans la solution de CuO-ADN ou Al-ADN. Après incubation pendant 24 h, le surnageant 
est r écupéré et  l ’intensité en fluorescence es t ana lysée. L’échantillon c ontenant l es 
nanoparticules f onctionnalisées a vec de s br ins d’ ADN h ybridés avec de s br ins 
complémentaires es t r edispersé, puis cha uffé e t cent rifugé. Le s urnageant, contenant 
l'ADN complémentaire ini tialement h ybridé aux br ins d’ ADN greffés à  l a s urface de s 
nanoparticules, est r écupéré et  s on intensité e n fluorescence m esurée. Un schéma 
représentant la caractérisation de la fonctionnalité de l’ADN est présenté en Figure 83 ci-
dessous. 

16 La d éfinition e t l e s chéma d e p rincipe d u greffage fonctionnel d e l ’ADN à  l a s urface d e 
nanoparticules ont été donnés dans le Chapitre 2.
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Figure 83 : Schéma de la méthode de quantification de la fonctionnalité de l’ADN greffé à la surface 
des nanop articules d’Al ou de  C uO par  hy bridation pui s dé-hybridation av ec un A DN c omplémentaire 
fluorescent (en rouge).

4.5. Quantification du greffage de la Streptavidine 

4.5.1. Influence de la durée d’incubation.

L’évolution de la concentration de Streptavidine dans le surnageant a été mesurée en 
fonction de la durée d’incubation, étudiée entre 1 h et 30 h, est présentée sur la Figure 84.
Les échantillons sont préparés par ajout de 1,25 µL de Streptavidine fluorescent avec 500 
µL de  s olution c olloïdale de  na noparticules d e CuO ( courbe rouge), ou  d’ Al ( courbe 
noire). La c oncentration ini tiale e n Streptavidine da ns le  s urnageant es t donc  ét ablie à 
2,5 µg.mL-1, c onfirmée par m esure d’ un é chantillon t émoin ( 2,48 ±  0,0 4 µ g.mL-1), et 
matérialisée par la ligne pointillée sur la Figure 84.
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Figure 84 : Concentration e n St reptavidine dans  l e s urnageant d ’une s olution c olloïdale de  C uO 
(courbe rouge) e t d’Al (courbe noire) en fonction de  la durée d’ incubation. La concentration initiale en 
Streptavidine est matérialisée à 2,5.10-3 mg.ml-1 par la ligne pointillée. Les barres d’erreurs sont calculées 
par propagation des incertitudes.

On observe que la concentration en Streptavidine dans le surnageant est inférieure à 
la concentration initiale de 2,5 µg.mL-1 dans les deux cas, et est globalement stable quelle 
que soit la durée d’incubation à 1,9 ±  0,1 µg.mL-1 pour CuO, et 1,8 ± 0,1  µg.mL-1 pour 
Al. Le minimum est obtenu après 3 h et 14 h d’incubation (1,75 µg.mL-1) et le maximum 
après 8 h et 30 h d’incubation (2,01 µg.mL-1). 

La différence entre la quantité de Streptavidine initiale (2,5 µg.mL-1) et la quantité de 
Streptavidine da ns l e s urnageant ( 1,9 µ g.mL-1) permet de  dé terminer l a qua ntité de  
Streptavidine éliminée avec la centrifugation, et donc greffée à l a surface des particules. 
Afin d’exploiter ces  r ésultats, il es t né cessaire de  nor maliser cet te qu antité de  
Streptavidine calculée par la concentration en nanoparticules de CuO et Al déterminée par 
AAS. Les r ésultats du nom bre de  pr otéines e n f onction de  l a dur ée d’ incubation s ont 
présentés dans la Figure 85 ci-dessous. 



Chapitre 3. Bio-Fonctionnalisation des Nanoparticules

144

Figure 85 : E volution du no mbre de  Streptavidine greffées sur les nanopar ticules de  CuO ( courbe 
rouge) et d’Al (courbe noire) en fonction de la durée d'incubation. Les barres d’erreurs sont calculées par 
propagation des incertitudes.

Globalement, la densité de greffage est constante à 940 ± 200 et 860 ± 215 protéines 
par nanoparticule, pour CuO et Al respectivement, quelle que soit la durée d’incubation, 
bien que les écarts types soient importants (entre 20 e t 25 % ). On constate en effet que  
l’on greffe e ntre 500  e t 1 400 pr otéines pa r n anoparticule, représentant une  s urface de  
recouvrement de  9 à  15 % pour  l e C uO e t entre 7 e t 12  %  pou r l ’Al, en c onsidérant 
comme ta ille de  la  S treptavidine s es di mensions c aractéristiques de  4 × 4,2 × 5 nm3

(Weber et al ., 1989) . La de nsité atteint un maximum à  1 300 ± 160 pr otéines p ar 
nanoparticules a près 14 h d’ incubation pour  l e C uO, e t 1 150 ±  16 0 pr otéines pa r 
nanoparticules pour l’Al, puis se stabilise à une valeur plus basse à 750 ±  150 pr otéines 
par nanoparticule pour de longues durée d’incubation (supérieures à 18 h). Ces valeurs de 
recouvrement correspondent à une  densité de greffage surfacique de (7,3 ± 1,2) × 1011 et 
(5,3 ±  1,3) × 1011 protéines par  c m² pou r l es nan oparticules de  C uO e t d’ Al 
respectivement. Elles sont comparables avec les valeurs de 4,6 × 1011 protéines par cm² 
obtenues par l’équipe de Castelino (Castelino et al., 2005).

De f açon gé nérale, c es rés ultats n ous i ndiquent q ue l e gr effage d e l a 
Streptavidine es t rap ide et  s pontané à température a mbiante. La densité es t 
répétable, bien q ue l es éca rts types soient i mportants à cause d ’incertitudes sur l e 
nombre d e n anoparticules en  s olution et  l a concentration en  S treptavidine 
déterminée de façon indirecte.

4.5.2. Influence de la concentration saline

L’influence de la concentration saline étuiée entre 0, 15, 70 et 140 mM en NaCl sur la 
densité de greffage de la Streptavidine après 8 h d’incubation est donnée en Figure 86.

0 5 10 15 20 25 30
0

200
400
600
800

1000
1200
1400
1600
1800

CuO Al

Pr
ot

éi
ne

s p
ar

 N
P 

(#
.N

P-1
)

Durée d'incubation (h)



4. Quantification des Densités de Greffage

145

Figure 86: Nombre de Streptavidine greffées sur les nanoparticules d’Al et de CuO en fonction de la 
concentration saline du solvant de dispersion, après 8 h d’ incubation. Les barres d’erreurs sont calculées 
par propagation des incertitudes.

Pour le CuO, le nombre de protéines par nanoparticules est constant, à  environ 500 
protéines pa r n anoparticule, que lle qu e s oit l a c oncentration s aline e ntre 0 e t 70 m M. 
Cependant, la quantité de Streptavidine diminue d’un facteur 2  lorsque la concentration 
est au gmentée à  140 mM. N otons qu’ à c ette c oncentration, l e pot entiel Zeta diminue à  
-20,5 ± 0,9 mV. Ceci implique que la répulsion électrostatique entre particules de CuO est 
trop f aible, e t qu’ une agrégation de  na noparticules e st i nduite p ar l ’augmentation de  l a 
force ionique. Cette agrégation induit donc une diminution de la surface disponible pour 
le greffage, et donc une diminution de la densité de greffage.

L’effet du sel sur la densité de greffage de la protéine sur les nanoparticules d’Al est 
par con tre i nattendu : une  f orte di minution de  l a de nsité e st obs ervée l orsque l a 
concentration s aline pa sse de  0 à  15 m M pa ssant de  600 à  100 pr otéines pa r 
nanoparticule. Cependant, lorsque la concentration en sel augmente, la densité augmente, 
passant de 100 à 435 protéines par nanoparticule de 15 à 140 mM. Cependant, ce taux de 
greffage reste inférieur à celui obtenu lorsqu’il n’y a pas d’ajout de sel, pour les mêmes 
raisons que celles données pour le CuO.

Ces résultats nous permettent de conclure que le taux de greffage est maximisé 
dans une solution de PB 10 mM sans ajout de charge ionique comme NaCl, pour les 
deux types de nanoparticules.

4.5.3. Effet de la sonication

Enfin, nous  a vons é tudié l ’effet de  l a s onication sur l a de nsité de  g reffage de  l a 
Streptavidine sur les nanoparticules d’Al et de CuO, en appliquant une certaine durée de 
sonication après ajout de la Streptavidine à la solution colloïdale (0 sec, 30 sec, et 5 min). 
Les résultats sont donnés en Figure 87.
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Figure 87: Nombre de Streptavidine greffées sur les nanoparticules d’Al et de CuO dispersées dans du 
PB 10 mM et Tween 0,05 % en fonction de la durée de sonication après ajout de la Streptavidine, après 8 h 
d’incubation. Les barres d’erreurs sont calculées par propagation des incertitudes.

Pour les nanoparticules de CuO, le nombre de protéines augmente de 510 à 855 après 
5 m in de  s onication. P our l es na noparticules d’Al, on obs erve une  a ugmentation du 
nombre de Streptavidine par nanoparticule de 600 à 825 a près 5 m in de sonication. Ces 
résultats sont cohérents avec les résultats déjà publiées dans le cas  de  l ’ADN greffé sur 
nanoparticules d’or (Hurst et al., 2006).

Nous pou vons c onclure que  l es c onditions qui  pe rmettent un t aux de 
recouvrement maximal s ont l ’incubation de la Streptavidine da ns une s olution 
colloïdale de  nan oparticules d’ Al ou  de  C uO dan s du PB 10 mM et  d u T ween 
concentrés à 10 mM et 0,05 % res pectivement, après 5 min d e s onication. Ces 
paramètres sont donc appliqués par la suite dans la préparation des solutions colloïdales 
CuO-Strep et CuO-ADN. N otons que  l a dur ée d’ incubation de  l a S treptavidine s era 
maintenue à  24 h  l ors de  l a f onctionnalisation d’ un vol ume i mportant de  s olution 
colloïdale (supérieure à 10 mL), l’effet du volume n’ayant pas été étudié.

4.6. Quantification du greffage de l’ADN

A pa rtir de s s olutions CuO-Strep et Al-Strep préparées da ns l es c onditions 
permettant de maximiser les densités de greffage de Streptavidine, nous avons étudié le 
greffage d’ ADN pa r l e groupe bi otine s ur l es n anoparticules f onctionnalisées ave c l a 
Streptavidine e t avons q uantifié l ’influence d e p lusieurs pa ramètres, t els que  l a dur ée 
d’incubation, la concentration saline et la longueur du spacer du brin d’ADN.

510

751

855

596 630

823

0 sec 30 sec 5 min
0

200

400

600

800

1000

1200

1400

Durée de sonication

N
om

br
e 

de
 S

tre
p.

 p
ar

 N
P

(#
.N

P-1
)

CuO Al



4. Quantification des Densités de Greffage

147

4.6.1. Influence de la durée d’incubation

Dans la Figure 88 sont reportés les résultats donnant la densité de greffage des brins
d’ADN s s-A30 (avec 30 bases T ) s ur l es n anoparticules de  C uO ( courbe noire) e t d ’Al 
(courbe rouge) en fonction de la durée d’incubation, entre 1 h et 30 h.

Figure 88 : Densité de greffage de brins d’ADN (ss-A30) greffés sur les nanoparticules de CuO (courbe 
noire) e t d’ Al ( courbe r ouge) en f onction de l a durée d ’incubation. L a dispersion e st r éalisée dans u ne 
solution de PBS 0 ,1X e t de Tween 0, 05 % . L es bar res d’ erreurs s ont c alculées par  pr opagation de s 
incertitudes. 

Comme pour la Streptavidine, les densités d’ADN sur les nanoparticules d’Al et de 
CuO semblent indépendantes de la durée d’incubation, impliquant que les cinétiques de 
greffage s ont r apides, c omme a ttendu pour  l a f ormation du c omplexe bi otine-
Streptavidine (Srisa-Art et al ., 2008) . O n no te c ependant une  pé riode o ù l a de nsité de  
greffage est variable entre 1 h et 6 h d’incubation, puis se stabilise. Nous retiendrons donc 
une dur ée d’ incubation supérieure à  6  h da ns l e pr otocole de  f onctionnalisation. Les 
densités d e gr effage obtenues s ont res pectivement d e 15 ± 5  pmol.cm-² et  
70 ± 10 pmol.cm-² pou r l es nan oparticules d’Al e t de  CuO. Les d ensités de  greffage 
obtenues correspondent aux ordres de grandeurs obtenus sur des nanoparticules d’or entre 
15 et 20 pmol.cm-2 pour des particules de diamètre équivalent, entre 150 et 250 nm et des 
brins d’ADN de longueur équivalent (Hurst et al., 2006).

4.6.2. Influence de la concentration saline

L’influence de  l a concentration saline é tudiée e ntre 15 e t 150 m M en NaCl sur l es 
densités de greffage de brins d’ADN ss-A30 sur les nanoparticules d’Al et de CuO après 
incubation pendant 8 h est présentée en Figure 89.
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Figure 89 : Densités de greffage de l’ADN (ss-A30) sur nanoparticules d’Al et de CuO en fonction de 
la concentration saline en NaCl, étudiée à 15, 70 et 150 mM, pour une durée d’incubation de 8 h. 

On obs erve une  f orte dé pendance de  l a de nsité de  g reffage d’ ADN a vec l a 
concentration e n N aCl. Pour l es pa rticules de  C uO, on not e une  di minution de  55 ±  1 
pmol.cm-², pui s 30 ± 13 pmol.cm-² e t e nfin 4 ±  2 pm ol.cm-² pour une c oncentration e n 
NaCl passant de 15 à 70 puis 150 mM. De façon similaire, la densité de greffage diminue 
fortement da ns l e c as d es na noparticules d ’Al l orsque l a c oncentration augmente. O n 
mesure en effet une densité de greffage de 28 ± 2 pmol.cm-², 20 ± 5 pmol.cm-² et 2 ± 1 
pmol.cm-² pour une  c oncentration e n N aCl de  1 5, 70 et 150 m M, r espectivement. Ces 
résultats s ont c ontradictoires a vec c eux publ iés pour  l es na noparticules d’ or. E n e ffet, 
l’augmentation de  l a c oncentration s aline s’accompagne généralement d’une 
augmentation de l a de nsité de  greffage, grâce à  l’écrantage d es ch arges répulsives de s 
brins d’ADN. La saturation de l’effet de sel intervient généralement autour de 0,7 M dans 
le cas de nanoparticules d’or (Hurst et al., 2006) ou à 0,2 M pour le cas de surfaces d’or 
(Castelino et al., 2005).

Dans notre cas, l’effet est inverse : l’augmentation de la force ionique de la solution 
implique une déstabilisation des nanoparticules en solution, et donc une agrégation non-
désirée et  i rréversible. Cette dé stabilisation intervient t rès t ôt, pour de  f aibles cha rges 
ioniques (inférieures à 0,2 M). En conséquence, l’agrégation implique une diminution de 
la surface disponible pour le greffage de l’ADN, et donc une diminution de la densité de 
greffage. Nous pouvons  donc conclure qu’ il est nécessaire de  conserver le solvant PBS 
0,1 X  pour  m aximiser l a densité de  greffage de  l ’ADN. D e m ême que  pour  l a 
Streptavidine, nous garderons une durée d’incubation de 24 h afin d’obtenir une solution 
colloïdale de volume supérieure à 10 mL stable et homogène.

Terminons cette étude par une comparaison entre le taux de greffage de l’ADN et de 
la Streptavidine sur les particules d’Al et de CuO. En effet, en convertissant les densités 
de greffage en nombre de br ins d’ADN p ar nanoparticule, on obt ient environ 40 000 ±
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4000 brins de ss-A30 par particule (Al ou C uO). Ce nombre est 30 à  80 f ois supérieur à 
celui du nom bre de  S treptavidine pa r na noparticule de  C uO ou d’ Al. B ien que  l a 
Streptavidine possède quatre s ites d’accroche, ce nombre supérieur peut s ’expliquer par 
un recouvrement surfacique r elativement f aible de l a p rotéine (entre 7 et 15 % ). Ainsi, 
une grande s urface r este di sponible pour  d es i nteractions de s br ins d’ ADN a vec l es 
surfaces oxydées des nanoparticules, qui sont très favorables comme vu dans le Chapitre
2 (Calais et al., 2015).

4.6.3. Influence de la longueur du spacer sur le taux d’hybridation

Nous étudions dans ce dernier paragraphe l a de nsité d e greffage e t l e t aux 
d’hybridation des ADN greffés à la surface des nanoparticules en fonction de la longueur 
du spacer. Nous considérons a lors t rois longueurs de  spacer, composé de 0 (ss-A0), 15 
(ss-A15) ou de 30 (ss-A30) bases Thymines. Les résultats sont synthétisés dans le Tableau 
14 ci-dessous, e t donnés en nombre de br ins d’ADN par nanoparticule (#.NP-1) af in de 
pouvoir être plus facilement comparables. Le protocole suivant a été suivi :

1. Deux s olutions c olloïdales de  C uO e t d ’Al s ont f onctionnalisées a vec d es 

protéines Streptavidine Cy3. Le nombre de Streptavidine par nanoparticule est 

déterminé par la méthode décrite précédemment. 

2. Les solutions de CuO-Strep et Al-Strep résultantes sont fonctionnalisées après 

lavage avec des brins d’ADN fluorescents de t rois longueurs di fférentes (ss-

Af0, s s-Af15 et s s-Af30). Le nom bre de  br ins d’ ADN g reffés s ur l a 

nanoparticule est déterminé par la méthode précédemment décrite. 

3. De nouvelles solutions colloïdales de CuO-ADN et Al-ADN fonctionnalisées 

avec d es br ins d’ ADN non f luorescents de  t rois t ailles di fférentes sont 

préparées (avec ss-B0, ss-B15 et ss-B30). Ces solutions sont incubées dans une 

solution d ont l a conc entration en NaCl es t de 35 m M, e t c ontenant un br in 

d’ADN complémentaire f luorescent, s s-Af15. Le nom bre de  br ins d’ ADN 

« greffés » à l a s urface, ou plutôt h ybridés, est dé terminé p ar l a m éthode 

précédente.

4. Les solutions résultantes sont rincées, puis chauffées à 80 °C  pendant 5 min. 

Après centrifugation, l’intensité en fluorescence du surnageant est mesurée de 

façon directe, et le nombre de brins d’ADN « dé-hybridés » est calculé.

Chaque échantillon est répété trois fois, afin de déterminer une moyenne. Les écart-
types sont établis en suivant la méthode de calcul de la propagation des incertitudes. 
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Tableau 14 : D ensité de  gr effage d ’ADN à l a s urface de  nan oparticules d ’Al e t de CuO, e t ta ux 
d’hybridation des ADN greffés en fonction de la longueur du spacer.

CuO
Nombre de Streptavidine 
par nanoparticule (#.NP-1) (1,2 ± 0,2) × 103

Longueur du spacer 0 15 30
Nombre de brins d’ADN 
par nanoparticule (#.NP-1) (2,7 ± 0,8) × 104 (2,3 ± 0,8) × 104 (2,2 ± 0,9) × 104

Nombre de brins d’ADN 
complémentaires hybridés 
par nanoparticule (#.NP-1)

(1,6 ± 0,8) × 104 (1,0 ± 0,8) × 104 (1,7 ± 0,8) × 104

Nombres de brins d’ADN 
complémentaires dé-
hybridés par chauffage 
(#.NP-1)

(1,2 ± 0,2) × 103 (1,2 ± 0,2) × 103 (1,2 ± 0,2) × 103

Taux d’hybridation (%) 5 ± 1 5 ± 1 5 ± 1
Al

Nombre de Streptavidine 
par nanoparticule (#.NP-1) (4,9 ± 0,5) × 102

Longueur du spacer 0 15 30
Nombre de brins d’ADN 
par nanoparticule (#.NP-1) (6,3 ± 0,8) × 103 (6,0 ± 0,9) × 103 (6,8 ± 0,7) × 103

Nombre de brins d’ADN 
complémentaires hybridés 
par nanoparticule (#.NP-1)

(3,2 ± 0,6) × 103 (2,3 ± 0,5) × 103 (2,9 ± 0,2) × 103

Nombres de brins d’ADN 
complémentaires dé-
hybridés par chauffage 
(#.NP-1)

(5,5 ± 0,8) × 102 (5,5 ± 0,8) × 102 (5,0 ± 0,8) × 102

Taux d’hybridation (%) 9 ± 2 9 ± 3 7 ± 2

Tout d’abord, on note que les densités de greffage de la Streptavidine sont conformes 
à c eux obt enus pr écédemment pour  l es de ux na noparticules, a vec (1,2 ± 0,2) × 103 et 
(4,9 ± 0,5) × 102 protéines par nanoparticule après 24 h d’ incubation. Ensuite, le nombre 
de brins d’ADN greffés par nanoparticule évolue peu avec la taille du spacer, pour Al et 
CuO, avec ~ 6 500 e t 1 2 000 ADN.NP-1 respectivement. E ncore une  fois, c es r ésultats
sont proches de  ceux obtenus par Hurst et al . avec des nanoparticules d ’or de  di amètre 
250 nm (Hurst et al., 2006).

Dans un d euxième t emps, on obs erve qu e l e nom bre d e br ins d’ ADN 
complémentaires h ybridés à l a s urface de  na noparticules de  C uO-ADN e t Al -ADN e st 
inférieur aux densités de greffage de brins d’ADN obtenus précédemment, conformément 
à c e qui  e st a ttendu, a vec r espectivement e nviron 15 000 e t 2 800 b rins d’ADN p ar 
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nanoparticule. On ne note cependant pas de dépendance nette avec la taille du spacer. Ce 
nombre bien supérieur à la densité de greffage de la Streptavidine suggère qu’un nombre 
important de  br ins d’ ADN e st greffé de  f açon non -spécifique à  l a s urface d es 
nanoparticules.

Ces s olutions ont  donc  é té c hauffées a fin de  p rovoquer l a d é-hybridation de s br ins 
d’ADN complémentaires et  f luorescents à  l a s urface. Après ch auffage, la m esure de  
l’intensité en fluorescence du surnageant a permis la détermination de la concentration en 
ADN dé -hybridé d e f açon directe. Les r ésultats son t homogènes p our C uO, ave c 
1 200 ± 200 brins p ar n anoparticule, et d onc en  t otale co rrespondance ave c l e 
nombre de Streptavidine greffées par nanoparticule. Les résultats pour l ’Al sont à 
peine moins homogènes, avec 550 ±  80 brins par nanoparticule pour ss-A0 et ss-A15,
et 500 ± 80 pour ss-A30. Ces nombres sont du même ordre de grandeur que le nombre de 
Streptavidine greffées en surface (490 ± 50). Notons cependant que le plus faible taux de 
brins d’ADN h ybridés l orsque le spacer est composé de  30 ba ses T  peut provenir d’un 
étalement du brin sur la surface.

En conséquence, le taux d’hybridabilité final es t faible dans les deux cas : 5 ±  1 % 
pour C uO e t 9  ±  3 et 7  ±  2 %  pour  A l. Afin d e l’améliorer, il est né cessaire da ns u n 
premier temps d’optimiser le greffage de la Streptavidine par préparation chimique de la 
surface de  l a na noparticule. Par ex emple, Gang et al . proposent de  f onctionnaliser l a 
surface des nanoparticules par des groupements COOH afin de former des liaisons amides 
entre l a pr otéine et  l a s urface (Zhang e t a l., 2013b) . Cette r éaction est pa r ai lleurs 
optimisée par ajout d’EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl). 
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5. Conclusion

Ce dernier paragraphe résume les caractéristiques des solutions colloïdales d’Al et de 
CuO dé terminées par l es di fférentes t echniques p résentées dans ce ch apitre, sous forme 
de deux t ableaux pour  chacune des solutions colloïdales (voir Tableau 15 pour CuO et 
Tableau 16 pour Al).

Nanoparticules de CuO

Les p aramètres pe rmettant l’ obtention d’une s olution colloïdale opt imisée en terme 
de diamètre et concentration des nanoparticules sont une étape de sonication de 8 min de 
13 mg de CuO dans 25 mL d’une solution aqueuse de PB 10 mM et de Tween 0,05 %. 

Tableau 15 : Récapitulatif des caractéristiques des solutions colloïdales de CuO, à chaque étape de la 
fonctionnalisation.

Solution colloïdale de CuO

Diamètre hydrodynamique 
moyen (nm)

187 ± 5

Potentiel Zeta (mV) -46,4 ± 1,0

Concentration en NP après 24 
h de sédimentation (NP.mL-1) (5,2 ± 0,2) × 109

Surface totale (m².mL-1) (5,6 ± 0,4) × 10-4

CuO-Strep

Diamètre hydrodynamique 
moyen (nm)

230 ± 14

Potentiel Zeta (mV) -44,1 ± 1,8

Densité de greffage de 
Streptavidine (#.NP-1) (1,2 ± 0,2) × 103

Densité de greffage de 
Streptavidine (pmol.cm-2) (7,3 ± 1,2) × 1011

Recouvrement surfacique 10 - 15 %
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CuO-ADN court
CuO-ADN

intermédiaire CuO-ADN long

Diamètre hydrodynamique 
moyen (nm)

209 ± 18 222 ± 9 238 ± 10

Potentiel Zeta (mV) -43,0 ± 2,1 -43,7 ± 1,0 -44,1 ± 2,3

Densité de greffage de brins 
d’ADN (#.NP-1) (4,4 ± 0,3) × 104 (3,3 ± 0,5) × 104 (3,4 ± 0,4) × 104

Densité de greffage de brins 
d’ADN (pmol.cm²) (1,2 ± 0,2) × 103 (1,2 ± 0,2) × 103 (1,2 ± 0,2) × 103

Taux d’hybridation (%) 5 ± 1 5 ± 1 5 ± 1

Nanoparticules d’Al

Les p aramètres pe rmettant l’ obtention d’une s olution colloïdale opt imisée en terme 
de diamètre et concentration des nanoparticules sont une étape de sonication de 8 min de 
15 mg de  nanopoudres d’Al da ns 25 m L d’ une s olution a queuse de  P B 10 m M e t de  
Tween 0,05 %. 

Tableau 16 : Récapitulatif des caractéristiques des solutions colloïdales de CuO, à chaque étape de la 
fonctionnalisation.

Solution colloïdale d’Al

Diamètre hydrodynamique 
moyen (nm)

224 ± 7

Potentiel Zeta (mV) -49,9 ± 1,2

Concentration en NP après 24 
h de sédimentation (NP.mL-1)

(1,2 ± 0,1) × 1010 NP.mL-1

Surface totale (m².mL-1) (14,5 ± 0,5) × 10-3 m²
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Al-Strep

Diamètre hydrodynamique 
moyen (nm)

239 ± 7

Potentiel Zeta (mV) -44,4 ± 2,1

Densité de greffage de 
Streptavidine (#.NP-1) (4,9 ± 0,5) × 102

Densité de greffage de 
Streptavidine (pmol.cm-2) (5,3 ± 1,3) × 1011

Recouvrement surfacique 7 – 12 %

Al-ADN court
Al-ADN

intermédiaire Al-ADN long

Diamètre hydrodynamique 
moyen (nm)

249 ± 4 238 ± 13 248 ± 10

Potentiel Zeta (mV) -43,8 ± 2,4 -43,3 ± 2,1 -44,2 ± 1,5

Densité de greffage de brins 
d’ADN (#.NP-1) (3,9 ± 0,5) × 104 (3,3 ± 0,4) × 104 (2,7 ± 0,4) × 104

Densité de greffage de brins 
d’ADN (pmol.cm²) (5,5 ± 0,8) × 102 (5,5 ± 0,8) × 102 (5,0 ± 0,8) × 102

Taux d’hybridation (%) 9 ± 2 9 ± 3 7 ± 2
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Nous r apportons da ns ce de rnier chapitre l ’étude de  l ’agrégation de s solutions 
colloïdales, préparées et s tabilisées suivant les procédés présentés dans le Chapitre 3, et 
leurs caractérisations structurale et énergétique. Ce chapitre est composé de cinq parties. 
Une pr emière section donne l es not ions f ondamentales gérant l ’agrégation de  
nanoparticules et  r ésume l es pr incipales s olutions de  l a littérature ex plorées po ur 
déclencher, comprendre et maitriser les cinétiques d’agrégation de nanoparticules. Dans 
notre système, l’agrégation devant être contrôlée par l’hybridation des deux brins d’ADN, 
une s econde pa rtie s ’attache à l a conc eption des séquences com plémentaires de cha cun 
des brins : deux couples de brins seront choisis, un tiré de la littérature et un optimisé par 
une m éthode al gorithmique dé veloppée au  cour s de  cet te t hèse. Les r ésultats de  cet te 
section ont fait l’objet d’une publication dans la référence (Calais et al., 2016)17. Ensuite, 
nous étudions l’influence de la concentration saline, de la température et de la séquence 
des oligonucléotides sur les cinétiques d’agrégation et les structures des agrégats obtenus. 
Enfin, nous évaluons l’apport de l’assemblage des nanoparticules Al et CuO par ADN sur 
les pr opriétés é nergétiques de s m atériaux a insi é laborés a ppelés na nobiocomposites e n 
pointant l ’influence d es s tructures obt enues s ur l es pe rformances m esurées.

17 Calais, T ., Baijot, V., D jafari R ouhani, M., Gauchard, D., C habal, Y . J., R ossi, C., & Es teve, A. 
(2016). General S trategy for t he D esign o f DNA Coding S equences Applied t o N anoparticle 
Assembly. Langmuir, 32(37), 9676-9686.
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1. Agrégation de nanoparticules : cinétique et structure

L’étude d e l ’agrégation de  na noparticules en s olutions c olloïdales e st un s ujet de  
recherche m ajeur t rouvant de s appl ications au -delà du dom aine de s nanoparticules 
métalliques fonctionnalisées par des ligands ou oligonucléotides. Depuis maintenant trois 
décennies, de nombreuses équipes observent, caractérisent et cherchent à comprendre et  
prédire le s mé canismes di rigeant l’ agrégation des na noparticules (Family a nd L andau, 
1984). R appelons d ’abord que  l a s tabilité d’ une s olution c olloïdale e st gé néralement 
décrite par le modèle de Derjaguin–Landau–Verwey–Overbeek, noté DLVO (Verwey et  
al., 1948) , dé jà é voquée da ns l e C hapitre 3 s ur le  pot entiel Zeta. Grâce à l a ba rrière 
énergétique répulsive de  na ture C oulombienne ( Eb) l iée à l a cha rge s urfacique d e l a 
particule et  à l a l ongueur d’ écrantage lS, liée à l a charge i onique de  l a s olution, les 
particules ne  s ’agrègent pa s (Lin et a l., 1990 ). Cette ba rrière én ergétique, appelée 
également potentiel d’interaction (VT) est la somme des interactions de Van der Waals
(VVdW) et des interactions électrostatiques (VElec), toutes deux fonction de la distance (x)
entre deux nanoparticules (Verwey et al., 1948).

𝑉𝑆(𝑥) = 𝑉𝑉𝑂𝑉(𝑥) + 𝑉𝐸𝐴𝑂𝐸(𝑥) (4.1)

Notons que les interactions de Van der Waals sont toujours de nature attractive, mais 
s’appliquent à  de très cour tes distances, tandis que  l es i nteractions électrostatiques 
peuvent ê tre r épulsives ou a ttractives s i l es d eux na noparticules ont  un pot entiel de  
surface de même charge ou de charge opposée, respectivement. La courbe de la Figure 90
représente graphiquement la somme des deux contributions.

Figure 90 : Visualisation graphique du potentiel d’interaction s’appliquant entre deux nanoparticules, 
comme é tant la  s omme d u p otentiel é lectrostatique (ici in teraction r épulsive) et du p otentiel de  Van der 
Waals, interaction attractive. Représentation de la barrière énergétique Eb et de la longueur d’écran lS.
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La probabilité d’ adhérence (γ) caractérisant l a capa cité de s p articules à s ’agréger 
s’écrit en fonction d’Eb de la façon suivante (Weitz et al., 1985a):

𝛾 ∝ 𝑂− 𝐸𝑏𝑘𝐵𝑆
(4.2)

Avec kB la constante de Boltzman (1,3806 × 10-23 m².kg.s-2.K-1) et T la température de 
la solution. 

Lorsque l e colloïde es t stable, la probabilité d’adhérence γ est nulle, car Eb est 
largement s upérieure à  kBT et lS vaut ~  10 nm (Weitz et al ., 1985a ). A fin d’initier 
l’agrégation, Eb doit devenir bien inférieur à kBT, afin que la probabilité d’adhérence γ 
devienne t rès grande. Cela e st pos sible soit en réduisant l a cha rge s urfacique de  l a 
particule pa r greffage d ’un l igand ou l ’adsorption d’ ions de  charge op posée, ou en 
augmentant la charge ionique de la solution et la compression de la couche de solvatation 
(réduction de lS).

Ces deux stratégies ont été illustrées dans la littérature sur nanoparticules d’or (Kim 
et al., 2008; Pamies et al., 2014; Trinh et al., 2009; Weitz et al., 1985a). Weitz et al. ont 
initié l ’agrégation d e na noparticules d’ or pa r adsorption d’ un c omposé or ganique, la 
pyridine, qui s ’adsorbe à l a s urface de s pa rticules et  é crante l es ch arges né gatives 
répulsives les stabilisant, sans pour autant modifier la charge ionique en solution. Ainsi, 
Eb diminuant fortement devant kBT, la probabilité d’adhérence augmente fortement et ils 
observent d es cinétiques d’ agrégation très rapides et ir réversibles. Les a uteurs on t 
également m ontré que  s i l a q uantité de  p yridine ajoutée est f aible, Eb restant s upérieur 
mais proche de kBT, la v itesse d’agrégation est beaucoup plus lente et dépendante de la 
concentration en pyridine. Deux régimes d’agrégation à la cinétique différente sont donc 
mis en évidence : un régime rapide, limité  par la  seule di ffusion des particules e t où  la  
masse de  l ’agrégat évolue l inéairement av ec l e t emps, appelé D LCA pour Diffusion 
Limited Colloid Aggregation, et un régime lent, limité par la probabilité d’adhérence des 
particules liée à l a chimie de surface où la masse de l’agrégat évolue exponentiellement 
avec le temps, appelé RLCA pour Reaction Limited Colloid Aggregation.

Pamiès et al. ont étudié l’agrégation de nanoparticules d’or par augmentation de la 
charge ionique de la solution, en augmentant la concentration en NaNO3 (Pamies et al.,
2014) et ont déterminés trois régimes différents. Entre 0 et 0,05 M, le régime est lent de 
type RLCA, entre 0,1 et 1 M, le régime est rapide de type DLCA, et enfin entre 0,07 e t 
0,1 M, le régime est intermédiaire et composé d’un mélange des deux régimes. 

Enfin, Kim et al. ont étudié l’agrégation de nanoparticules d’or par ajout d’un agent 
floculant, le b enzyle m ercaptan, agissant d oublement s ur l a charge s urfacique d es 
particules et  la charge ionique de la solution (Kim et al ., 2005, 2008) . Ils ont  évalué 
expérimentalement et théoriquement l’influence de l’agent floculant sur Eb, qui  diminue 
dans le s p remiers te mps de  l’ agrégation, puis a ugmente lor sque la  ta ille de s a grégats 
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atteint une  di mension c ritique, s toppant l ’agrégation. L es c inétiques obt enues da ns ces 
travaux s ont pr ésentées en Figure 91, où l’on observe l a d épendance d e l a ci nétique 
d’agrégation en fonction de la concentration en benzyle mercaptant.

Figure 91 : Evolution du diamètre hydrodynamique moyen de nanoparticules d'or en solution au cours 
du temps en fonction de la concentration de benzyle mercaptan ajouté. Les lignes pointillées correspondent 
au modèle théorique (Kim et al., 2008).

D’autres a uteurs ont  dé veloppé e xpérimentalement et  t héoriquement d’ autres 
stratégies d’agrégation par la fonctionnalisation de nanoparticules et étudié l’influence de 
cette f onctionnalisation s ur l es c inétiques d’ agrégation. P armi c es s tratégies, on t rouve 
l’agrégation de  na noparticules d’ or f onctionnalisées pa r un groupe bi otine dont  
l’agrégation est assurée par l’ajout de Streptavidine (Connolly et al., 2001). Souza et al.
ont é tudié la s tructure d’agrégats de  nanoparticules d’or fonctionnalisées avec des br ins 
d’ADN en fonction de la longueur du brin et de la concentration en oligonucléotide et ont 
montré une influence de ces deux paramètres sur la densité des agrégats obtenus (Souza 
and M iller, 2001) . P lus r écemment, A nanth et al . ont ut ilisé la  thé orie D LVO pou r 
calculer l’énergie barrière de nanoparticules d’or fonctionnalisées avec des brins d’ADN 
monobases (à partir de bases A et bases C), en fonction du temps et du pH afin d’évaluer 
la stabilité des solutions colloïdales (Ananth et al., 2013). Ils ont ainsi montré qu’après un 
premier t emps d’ instabilité, l es pa rticules de  5 0 nm  f onctionnalisées a vec d es br ins 
composés uni quement de  ba ses C  s ’agrégeaient en a grégat de  260 nm , pl us s tables, 
conformément à une énergie barrière calculée plus importante, comme illustré en Figure 
92.
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Figure 92 : Energie d’interaction entre deux nanoparticules en fonction de la distance de séparation et 
du temps. La courbe pleine est obtenue juste après synthèse des nanoparticules d’or fonctionnalisées avec 
les brins d’ADN composés de bases C, tandis que la courbe discontinue est obtenue après douze jours de 
vieillissement.

Dans ces travaux étudiants la cinétique d’agrégation de nanoparticules, la DLS est la 
technique la  pl us u tilisé pour m esurer l ’évolution du r ayon h ydrodynamique RH des
particules e n s olution colloïdale e n f onction du t emps s uivant une  l oi pu issance, 
caractérisée par un exposant α (Meakin et al., 1985; Trinh et al., 2009; Weitz et al., 1984, 
1985b) :

𝑅𝛥(𝑡) ∝ 𝑅𝛥(0)𝛼 (4.4)

Avec :

𝛼 ≡
𝑧
𝑂𝑓

(4.4a)

Et :

𝑧 =
1

1 − 𝜆
(4.4b)

L’indice df étant l a « dimension fractale de  l’agrégat obt enu, caractérisant s a 
compacité et ave c z caractérisant l es m écanismes d’ agrégation à t ravers l e pa ramètre 
d’homogénéité λ (Ball et al., 1987; Broide and Cohen, 1992) :

• Lorsque λ = 0, le régime est limité par la diffusion des particules.

• Lorsque λ = 1, le régime es t l imité pa r l a pr obabilité d’ adhérence des 

particules. 

• Lorsque z > 1, les agrégats les plus gros s’agrègent le plus vite, entraînant une 

augmentation moyenne de la masse des agrégats plus importante que lors d’un 

régime limité par la diffusion (Trinh et al., 2009).



Chapitre 4. Structure et Propriétés Energétiques des Nanobiocomposites

164

• Lorsque z < 1, la probabilité d’adhérence des petits agrégats entre eux est plus 

grande que  l a pr obabilité d’ adhérence de s gros a grégats, i mpliquant une  

augmentation de la masse moyenne plus lente.

La compacité de  l ’agrégat obt enu, caractérisée pa r l e coefficient df, est t rès 
dépendante du r égime d’agrégation. La dimension f ractale caractéristique des s tructures 
obtenues e n D LCA e st ~ 1,8. Les a grégats obt enus e n D LCA apparaissent f ortement 
dendritique e t pe u de nses (Weitz et a l., 1985b) , alors que  c eux o btenus en R LCA s ont 
plus compacts, avec une dimension fractale ~ 2,1.

Enfin, nous  pouvons  r ajouter que  l e r égime DLCA e st qua lifié « d’universel », c ar 
indépendant d e l a na ture chi mique d es p articules ( cf. Figure 93) (Klein a nd M eakin, 
1989). Les images TEM de la Figure 93 ci-dessous illustrent l’universalité de la structure 
fractale des colloïdes obtenus en fonction du régime d’agrégation.

Figure 93 : I mages T EM d’ agrégats de  nanop articules d’ or, d’ oxyde de  s ilicium e t d e pol ystyrène 
obtenus en régime DLCA (gauche) et RLCA (droite), ainsi que le résultat de simulations (images du bas). 
On pe ut n oter l a s imilarité de s s tructures obt enues ai nsi que l a différence m orphologique de s a grégats 
suivant le régime d’agrégation : ouverts lorsque le régime est limité par la diffusion, et plus denses lorsque 
le régime est limité par la réaction. 

A partir de ces quelques exemples tirés de la littérature, nous percevons la complexité 
des mécanismes qui  régissent l ’agrégation de  nanoparticules, dépendant fortement de  la 
nature d e l a s olution, de l a chi mie d e s urface des pa rticules, de  l a t empérature… Les 
expériences, supportées par des modèles pe rmettant d’avoir des va leurs de  référence de 
force ionique et d’exposants α pour rationaliser les cinétiques d’agrégation obtenues dans 



1. Agrégation de Nanoparticules

165

notre c as. N ous r etiendrons donc  que  l es c inétiques d’ agrégation pe uvent ê tre 
caractérisées par deux régimes d’agrégation de nanoparticules :

1. Régime Limité par la Diffusion, notée DLCA. La cinétique d’agrégation est, 

dans c e c as, di rectement dé pendante du t aux de  c ollision de s pa rticules e n 

solution, e t donc  de  l eur di ffusion. La di stribution e n m asse d es a grégats au 

cours du temps augmente de façon homogène et linéaire. 

2. Régime L imité par l a Réaction, not ée R LCA. Ici, l a cinétique d’ agrégation 

dépend de la probabilité d’adhérence entre deux nanoparticules. E lle est donc 

beaucoup pl us l ente que  da ns l e pr emier cas et  directement d épendante de l a 

force ionique de la solution et de la charge surfacique des particules. 

Nous r etiendrons é galement q ue l a com pacité et  l a di mension fractale de l ’agrégat 
obtenu dépend du régime d’agrégation : ~ 1,8 en DLCA et ~ 2,1 en RLCA.

En transposant ces observations à notre cas d’étude, i.e. les colloïdes d’Al et de CuO, 
nous pr oposons d’ initier e t c ontrôler l ’agrégation de s na noparticules e n j ouant s ur l a 
charge ionique de la solution, par ajout de NaCl, puisque nous ne pouvons a priori pas 
greffer une  aut re es pèce s ur l a s urface de s n anoparticules, qui pour rait ent raîner u ne 
dégradation de la fonctionnalité de l’ADN. A la lumière de l’état de l’art, il apparaît donc 
nécessaire de se placer dans un régime RLCA, où les cinétiques d’agrégation sont plus 
lentes e t l es a grégats obt enus pl us c ompacts. En e ffet, da ns c e r égime d’ agrégation, 
l’hybridation des br ins d’ ADN e st f avorisée e t d irige l’ assemblage, alors qu’ en régime 
DLCA, l’agrégation des particules est indépendante de la fonctionnalisation ADN. 

Avant d’étudier les paramètres expérimentaux (concentration ionique et température) 
favorables à un régime RLCA, nous proposons dans la prochaine section de déterminer la 
séquence du br in d’ ADN opt imale d’ un poi nt de  vue  t hermodynamique e t t opologique 
pour favoriser une hybridation complète, rapide et stable des deux nanoparticules.
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2. Conception des brins d’ADN

Nous a vons vu da ns l ’état de  l ’art pr écédent et l e C hapitre 1 que  de  nom breux 
paramètres ( longueur et nature du  spacer, concentration en NaCl…) pouvaient impacter 
l’assemblage et la cristallisation de l’agrégat. Cependant, la question de la définition de la 
séquence a  é té pe u abordée, et de  nom breuses s tratégies d’ hybridation i mpliquant de s 
brins à la séquence variable en taille et dans le code ADN ont été étudiées (cf. Chapitre 
1). C ’est pour quoi nous  pr oposons da ns c ette s ection de  dé finir l a s équence qu e l ’on 
utilisera pour  l a r éalisation de  na nobiocomposites. C es r ésultats ont  é té publ ié d ans 
l’article (Calais et al., 2016).

2.1. Choix d’une séquence d’oligonucléotide de la littérature

Nous nous sommes d’abord appuyés sur les travaux d’Oleg Gang, qui font référence
dans le domaine, et avons sélectionné les séquences proposées dans l’article (Zhang et al., 
2013b), présentant une méthode générique pour la fonctionnalisation de différents types 
de na noparticules ( or, p alladium, o xyde de  f er ou quantum dot s). Le b rin d’ADN e st 
constitué d’ un spacer de 15 bases T  r épétées de f açon à él oigner l a partie « codée »
destinée à s ’hybrider de la surface de la particule, elle-même composée de 15 ba ses. De 
plus, suivant le type de greffage choisi, l’extrémité du brin d’ADN peut être modifiée par 
une fonction biotine ou thiol. Les séquences, tirées de (Zhang et al., 2013b) et notées ssA-
Lit et ssB-Lit, sont reportées dans le Tableau 17.

Tableau 17 : Séquences des brins d’ADN tirées de (Zhang et al., 2013b).

Nom Modification (5’) Séquence (5’ à 3’)

ssA-Lit Biotine (T)15-AAT-AGG-TGA-AGG-TTA

ssB-Lit Biotine (T)15-TAA-CCT-TCA-CCT-ATT

Cependant, une analyse précise d e l a s équence n ous a pe rmis de  remarquer qu’ une 
hybridation partielle e ntre de ux br ins c omplémentaires é tait pos sible à  c ause de  la  
répétition des qu atre ba ses AGGT deux fois d ans l a s équence (AAT-AGG-TGA-AGG-
TTA). De pl us, un r epliement du br in s ur l ui-même e st pos sible lor sque le  spacer est 
composé de bases T, la séquence devenant ((T)12-TTT-AAT-AGG-TGA-AGG-TTA). Ce 
possible r epliement es t cr itique car  pe ut em pêcher t oute h ybridation avec l e br in 
complémentaire. En outre, ce r epliement pe ut s e t raduire pa r de s i nteractions « brin à 
brin » lorsqu’une quantité importante de brins à la séquence identique est en solution. Ces 
interactions parasites sont schématisées en Figure 94.
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Figure 94 : Schéma r eprésentant l es i nteractions par asites possibles du br in d’ADN à  la s équence 
issue d e (Zhang e t al ., 20 13b). ( a) hy bridation at tendue, sur l a t otalité d u brin d’ ADN, ( b) hy bridation 
partielle av ec un br in complémentaire, ( c) r epliement du br in s ur l ui-même o u, a fo rtiori, av ec un br in 
identique. L es do ubles bas es v ertes i ndiquent l es bas es h ybridées, l es bas es r ouges i ndiquent l es bas es 
intégrant le spacer, et les bases blanches indiquent les bases neutres vis-à-vis de l’hybridation.

Nous pensons que ces interactions parasites peuvent provoquer des perturbations dans 
le pr ocessus d’ agrégation de s pa rticules pa r h ybridation de s br ins c omplémentaires. 
Compte tenu de la  li ttérature peu développée sur l a génération d’une séquence de  br ins 
d’ADN opt imisée d’une longueur proche de  celle nécessaire i ci, nous  avons é laboré un 
algorithme pe rmettant de dé finir une  s équence e n s upprimant l es i nteractions non -
spécifiques.

2.2. Optimisation de la séquence de l’oligonucléotide

2.2.1. Définition du problème et de la démarche suivie

Nous c herchons à  dé finir une  s équence d’ oligonucléotide c ourte p ermettant l ’auto-
assemblage de nanoparticules par l ’hybridation de br ins d ’ADN complémentaires d ’une 
longueur variant entre 4 et 40 ba ses, tout en supprimant des interactions non-désirables, 
telles que  l e r epliement d’ un br in s ur l ui-même ou un a ppariement de  de ux br ins non -
désiré. 

Notons tout d’abord que le nombre possible de séquences d’ADN d’une longueur de 
N bases es t de  4 N. Ce nombre at teint ai nsi r apidement de s va leurs i ncalculables pa r 
ordinateur dès lors que N dépasse 5 ba ses. Il n’apparaît donc pas judicieux de construire 
toutes les séquences possibles, mais plutôt de construire la séquence en prenant en compte 
les contraintes du système afin de diminuer le nombre de séquences possibles. Le nombre 
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de contraintes influe donc directement sur la longueur et le nombre de séquences, qu’elles 
soient d’ ordre t hermodynamique, c inétique ou t opologique. N ous pr oposons d onc de  
générer t outes l es s équences pos sibles, base à b ase, par une  approche bottom-up, où à  
chaque étape, la base ajoutée (A, T, G ou C) n’est retenue que si la séquence résultante 
répond a ux c ontraintes que nous  de vons f ixer. N ous a vons c onsidéré pr incipalement 
quatre t ypes de  cont raintes, schématisées en Figure 95. Les ol igonucléotides s ont 
représentés pa r l es ba rres : l es ba rres rouges co rrespondent au spacer (par exemple une  
série d e b ases T ), une pa rtie qui  n’ est pa s destinée à i nteragir, les ba rres bl eues 
correspondent aux brins d’ADN dont la séquence est déterminée par l’algorithme, et les 
barres vertes correspondent aux  br ins dont la séquence es t le parfait complémentaire de 
celle calculée par l’algorithme.

Figure 95 : I llustration des c ontraintes ut ilisées dans  l ’algorithme. ( a) L e r epliement de  
l’oligonucléotide sur lui-même n’est pas possible. (b) Les interactions partielles ou totales entre deux brins 
d’ADN identiques est évité. (c) L’hybridation partielle entre deux brins complémentaires n’est pas possible. 
(d-f) Conditions l ocales d’ hybridation e ntre de ux br ins c omplémentaires. ( d) D éfinition du nom bre 
minimum de bases adjacentes nécessaire pour une hybridation. (e,f) Prise en compte d’une ou deux bases 
non-complémentaires entre les bases complémentaires dans l’hybridation.

Tout d’ abord, l e br in d’ ADN généré ne  doi t pa s s e r eplier s ur l ui-même, afin de 
conserver sa spécificité biologique (Figure 95 (a)). En effet, une complémentarité courte 
sur une  pa rtie de  l a s équence (trois ou qua tre ba ses) p eut pot entiellement c réer c e 
repliement. La bouc le de r epliement es t un paramètre d ’entrée d e l ’algorithme et  es t 
initialement f ixée à 4 bases. Ensuite, il es t né cessaire que  l e brin ne  pos sède a ucune 
complémentarité, totale ou partielle, avec un brin à la séquence identique (Figure 95 (b)). 
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Dans la perspective de l’utilisation du brin d’ADN en solution, il est en effet inévitable de 
retrouver de nombreux brins identiques capables d’interagir les uns avec les autres. Enfin, 
il est primordial que le brin considéré s’hybride sur la totalité de la partie complémentaire 
de l ’autre br in, d e f açon à  m ieux c ontrôler l ’hybridation ( Figure 95 (c)). N otons pa r 
ailleurs que la contrainte (b) est plus restrictive que la contrainte (a), car elle ne nécessite 
pas de  bouc le pour  l ’hybridation : l’ application de la  c ontrainte ( b) inclut donc  la  
contrainte (a).

Le qua trième t ype de  co ntraintes r epose s ur la  d éfinition des c ritères d’hybridation 
(Figure 95 (d-f)). L’utilisateur choisit d’abord de considérer le nombre minimum de bases 
adjacentes générant une hybridation (noté NM) (d), en ayant la possibilité d’inclure une 
(e) ou deux bases (f) non-complémentaires entre ces bases adjacentes. La valeur de NM 
est fixée par défaut à 3, conformément aux énergies de Gibbs reportées dans la littérature 
(John SantaLucia and Hicks, 2004).

De cette façon, le nombre de possibilités est suffisamment réduit pour un calcul par 
ordinateur. U ne représentation schématique de  l a g énération de l a s équence « base à 
base » dite « en forme d’arbre » est donnée en Figure 96.

Figure 96 : Exemple schématique de la construction base par base de l’algorithme. A chaque étape, 
l’ajout de s 4 bases A , T , G  e t C est réalisée (les bases e n noi r sur le s chéma). L a s équence est ensuite 
évaluée par rapport aux contraintes choisies, et les séquences dont la dernière base ajoutée ne convient pas 
(en rouge sur le schéma) sont arrêtées et récupérées.

Notons que  cette a pproche ne  pe ut p as p rendre en c ompte de s c ontraintes d’ ordre 
thermodynamiques qui nécessitent une évaluation a posteriori de la séquence construite. 
Grâce à  l a m éthode de  Santa Lucia (John SantaLucia and Hicks, 2004 ), l es pa ramètres 
telles que  l a t empérature d e f usion ou l ’énergie d ’hybridation d e de ux br ins 
complémentaires s ont calculées en fixant l a co ncentration en N aCl à 1 mM et  1 M 
respectivement (John SantaLucia and Hicks, 2004). Les séquences sont ensuite classées 
suivant la température de fusion, qui est facilement interprétable en termes de stabilité des 
brins h ybridés pour  l ’expérimentateur. C e choix pr opre à  not re utilisation pe ut 
naturellement être modifié suivant l’application visée.
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Enfin, not ons que  pour  not re a pplication, nous  a vons c onsidéré l ’existence d’ un 
spacer constitué de plusieurs bases T répétées conformément à la séquence d’Oleg Gang 
(représentées en rouge dans la Figure 95 (a-c)), pris en compte dans la construction de la 
séquence p ar l ’algorithme. Le détail du fonctionnement de  l ’algorithme, codé en C , e st 
disponible dans le Supplementary File de la référence (Calais et al., 2016).

2.2.2. Génération de séquences optimisées

Le nombre de séquences étant dépendant des contraintes appliquées, nous avons dans 
un premier temps fixé le nombre de bases adjacentes permettant une hybridation à deux 
bases, e t a vons f ixé l a l ongueur du spacer à s ept ba ses T 18. Le nom bre de  s équences 
générées e n f onction de  l a l ongueur d e la s équence et  d es cont raintes appliquées es t 
présenté d ans l a Figure 97. La cour be r ouge correspond à l a p rise en compte de s 
contraintes (b, c) (hybridation partielle entre deux brins identiques ou c omplémentaires), 
tandis que  l a cou rbe b leue cor respond à l a p rise en compte de s co ntraintes ( a, c) 
(repliement du br in sur l ui-même e t h ybridation partielle e ntre de ux br ins 
complémentaires). Pour chaque longueur de  séquence, l a t empérature de  fusion du br in 
d’ADN est calculée par la méthode de Santa Lucia avec une concentration en ADN et en 
NaCl respectivement fixées à 1 mM et 1 M.

Figure 97 : N ombre de s équences ca lculées en  f onction d u n ombre de bases d e l a séquence en  
considérant l’hybridation possible dès deux bases adjacentes et les contraintes (b, c) pour la courbe rouge, 
et l es c ontraintes ( a, c ) pou r l a c ourbe bleue. L a t empérature de  f usion m oyenne d e l ’ensemble de s 
séquences calculées pour chaque longueur est donnée avec son écart type en noir et est encadrée par les 
valeurs minimales et maximales.

18 Ici, la longueur du spacer n’a pas d’impact sur la séquence générée. Ainsi, les séquences générées 
sont équivalentes quelle que soit la longueur du spacer, qu’il soit composé de 7 ou 15 bases.
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Dans le cas très restrictif où l’hybridation partielle entre deux mêmes brins ou entre 
deux br ins c omplémentaires e st int erdite ( courbe r ouge), le nom bre ma ximal de  
séquences e st d e 350, atteint r apidement pour u ne l ongueur de  7  ba ses, pui s di minue 
rapidement à 0 dès que la séquence atteint 10 bases. Ainsi, seules 2 % des 16 384 (soit 47)
séquences pos sibles av ec s ept ba ses r espectent ce ni veau de contraintes. On note pa r 
ailleurs une  t empérature de  f usion relativement élevée com pte t enu de l a l ongueur de s 
séquences, de 42 °C à 60 °C pour une longueur comprise entre 7 et 9 ba ses, témoignant 
d’une bonne stabilité des brins hybridés à température ambiante.

En relaxant les contraintes, i.e. en considérant uniquement le repliement du br in sur 
lui-même (courbe bleue), on observe que le nombre maximal de séquence est augmenté 
d’un f acteur 10,  a vec 5 766 pos sibilités obt enues pour  une  l ongueur d e 10 ba ses. Le 
nombre de  pos sibilités diminue é galement r apidement a u-delà d e c ette l ongueur pour  
atteindre 0 pour une longueur de 15 bases. 

La relaxation de s c ontraintes a  donc  pe rmis l ’obtention de  l ongueurs du br in 
davantage con formes à  ce qui  es t ut ilisé da ns l a l ittérature ( entre 7  et  4 0 bases). 
Cependant, l’utilisation de la contrainte (a) impose l’utilisation de brins d’ADN isolés, ce 
qui e st r arement l e c as da ns l es na notechnologies A DN pou r l ’auto-assemblage d e 
particules. D e pl us, l es températures de  fusion r estent f aibles, car l a l ongueur du b rin 
d’ADN reste t rop courte. Il es t donc nécessaire d’alléger encore l es cont raintes, afin de 
disposer d’une plus large gamme de longueurs de brins et de températures.

Nous r elaxons donc  l es c ontraintes e n a ugmentant l e nom bre m inimal de  ba ses 
adjacentes pe rmettant l ’hybridation à t rois, en retenant l es contraintes ( b-e), i.e.
l’interdiction d’ avoir de s h ybridations pa rtielles e ntre br ins i dentiques ou br ins 
complémentaires e t i nclusion de  ba ses non -complémentaires ent re l es t rois ba ses 
adjacentes. O n t rouve alors un nom bre m aximal de  s équences pos sibles de  31 018
possibilités, atteint pour une longueur de 14 bases. Ce nombre décroit ensuite rapidement 
pour a tteindre 0 au-delà de  29 ba ses (cf. courbe rouge de  l a Figure 98). Un br in de  29 
bases offre une longueur adapté au besoin technologique d’assemblage de nanoparticules. 
Notons que les températures moyennes calculées sur l’ensemble des séquences croissent 
très r apidement d e 5 °C à  75 °C  pour  une  longueur de  5 b ases à  15 b ases, avant de  s e 
stabiliser à  9 0 °C  ( cf. courbe noi re de  l a Figure 98). N ous pouvons  c onsidérer que  l es 
températures de  f usion obtenues a u-delà de  10  bases, donc  s upérieures à  75 °C , s ont 
suffisamment é levées p our a utoriser un us age technologique de s br ins d’ ADN a insi 
conçus.
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Figure 98 : Nombre de séquences obtenues en fonction du nombre de bases en considérant trois bases 
adjacentes né cessaires à l ’hybridation e t l es c ontraintes ( b, e ) av ec i nclusion de  bas es non -
complémentaires entre les trois bases adjacentes (courbe rouge). 

Dans l e Tableau 18 sont r épertoriés l es s équences générées pa r l ’algorithme 
possédant l a t empérature de  f usion l a pl us é levée. P our ne  pa s a lourdir l e m anuscrit, 
seules que lques s équences s ont r épertoriées d ans l e Tableau 18 ci-dessous, l e t ableau 
complet étant donné en Annexe 10.

Tableau 18 : L iste de  séquences opt imisées de  l ongueur de  4 à 31 bas es obt enues apr ès t ri de s 
séquences en fonction de leur température de fusion. Ces séquences prennent en compte un spacer constitué 
de 7 bases T. 

Nombre 
de bases

Séquence Température d e 
fusion (°C)

4 GCGA 1

5 CCG CA 28

6 CCG CAC 42

… … …

14 ACG GCA CCT CGC TT 85

15 AGC GGG TGC CTT GGA 86

… … …

27

28

CCT AAT GTA TCG CAG AGT TGA CGG GCT

GGT AAT CTA TGC GAC ACT TCA GCC CGT T
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Rappelons que ces séquences ont été conçues en considérant un spacer de 7 bases T 
pour c haque br in. C e d ernier p eut ê tre r emplacé pa r s ept ba ses A , o u s upprimé et 
remplacé pa r un spacer organique c omme l e P oly-Ethylène G lycol ( PEG), ce qui  
modifient l es s équences. Le résultat d es s équences m odifiées es t di sponible da ns l e 
Supplementary File de la référence (Calais et al., 2016).

2.3. Synthèse

Parmi l a l iste de  s équences r eportées da ns l e t ableau 2, nous  s électionnons l a 
séquence d’une longueur de 15 ba ses en considérant un spacer de 15 ba ses T pour être 
comparable av ec l es s équences d’Oleg G ang. Ces s équences, appelées ssA-Opt et ssB-
Opt ou « brins op timisés », s ont r épertoriées d ans l e Tableau 19 avec l es s équences 
tirées de la littérature (Zhang et al., 2013b), appelées ssA-Lit et ssB-Lit ou « brins non-
optimisés » dans le reste de l ’étude. Les valeurs théoriques de  la température de  fusion 
des deux brins sont également données (pour une concentration en ADN de 1 mM et une 
concentration en NaCl à 1 M). On peut par ailleurs noter une valeur théorique supérieure 
de 15 °C  l orsque l e br in d’ ADN e st opt imisé par l e l ogiciel, dé montrant l e gain d e 
stabilité à température ambiante des brins optimisés.

Tableau 19 : Séquences des brins d’ADN utilisés pour l’auto-assemblage de nanoparticules d’Al et de 
CuO et températures de fusion théoriques correspondantes, calculées pour une concentration en ADN et en 
NaCl de 1 mM et 1 M respectivement. 

Nom Modification (5’) Séquence (5’ à 3’) Température de fusion 
théorique (°C)

ssA-Opt Biotine (T)15-AGC-GGG-TGC-CTT-GGA
85,8 °C

ssB-Opt Biotine (T)15-TCC-AAG-GCA-CCC-GCT

ssA-Lit Biotine (T)15-AAT-AGG-TGA-AGG-TTA
69,8 °C

ssB-Lit Biotine (T)15-TAA-CCT-TCA-CCT-ATT
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3. Synthèse de nanobiocomposites Al -CuO : Pr otocole 
d’assemblage

L’auto-assemblage de  na noparticules d’ Al e t de  C uO pour  f ormer l e 
nanobiocomposite é nergétique e st obt enu e n m élangeant l es de ux s olutions c olloïdales 
après f onctionnalisation de s na noparticules pa r l es br ins d’ ADN c omplémentaires 
précédemment choi sis (cf. Tableau 19). Avant t out, nous  dé finissons i ci l e rapport 
stœchiométrique Φ décrivant la proportion relative des deux types de nanoparticules par 
l’équation ci-dessous :

𝛷 =
𝑁𝐴𝐴
𝑁𝐶𝐶𝑂

(4.6)

Avec NAl et NCuO le nom bre de  na noparticules d’ Al e t de  C uO pr ésents da ns l e 
mélange de solutions colloïdales. 

Sauf mention contraire, les mélanges sont effectués en proportion stœchiométrique,
i.e. le rapport stœchiométrique Φ est é gal à 1,  c ompte t enu du di amètre 
hydrodynamique moyen en solution très proche pour les deux particules.

Ainsi, 4,5 m L de  solutions colloïdales de  nanoparticules d’Al sont mélangées à  9,5  
mL de  s olution c olloïdale de  C uO. Q uelques di zaines de  m icrolitres de  s olution mère 
NaCl de  c oncentration 2  M  s ont e nsuite a joutés à l a s olution pour  i nitier l ’agrégation. 
Sauf mention contraire, la concentration en NaCl est fixée à 35 mM. La concentration en 
nanoparticules d’ Al ou  de C uO est a lors é valuée à  3,8 x 10 9 NP.mL-1. Les ci nétiques 
d’agrégation s ont s uivies pa r D LS dont  l a m éthode a  é té dé crite da ns l e cha pitre 
précédent.

Afin de valider que l’agrégation soit bien contrôlée par l’hybridation des deux brins 
d’ADN com plémentaires g reffés à l a s urface de s na noparticules d’ Al et de C uO, nous  
avons c omparé l ’évolution du di amètre h ydrodynamique d’ une s olution c olloïdale de  
nanoparticules non-fonctionnalisées avec celle de nanoparticules fonctionnalisées par des 
brins d’ ADN complémentaires opt imisés. D e plus, c haque s olution c olloïdale a ét é 
soumise à un cycle d e t empérature caractérisé pa r un e al ternance de pé riodes à 
température ambiante (25 °C) avec des pé riodes de  chauffage (80 °C) d e 30 m in, pour  
valider l a r éversibilité de  l ’hybridation des br ins d’ADN. La concentration en NaCl est 
dans les deux cas fixée à 35 mM. Les résultats sont présentés dans la Figure 99.



3. Synthèse de Nanobiocomposites

175

Figure 99 : Evolution du diamètre hydrodynamique moyen d’une solution colloïdale de nanoparticules 
d’Al e t de  C uO no n-fonctionnalisées ( courbe bl eue) e t f onctionnalisées av ec des br ins d’ ADN 
complémentaires (courbe rouge) pour une concentration en NaCl de 35 mM en fonction de la température 
(courbe grise).

On observe de façon nette les agrégations à température ambiante et désagrégations à 
80 °C s uccessives d es n anoparticules d ’Al et  d e C uO f onctionnalisées a vec de s br ins 
d’ADN complémentaires (courbe rouge). Le diamètre hydrodynamique passe de 250 nm  
à 1 500 nm  l ors de s p remières 30 m in à t empérature ambiante, pui s d écroît de  800  à  
500 nm l ors de  l a pr emière m ontée e n t empérature. Le di amètre h ydrodynamique 
augmente à  nouve au l ors du r efroidissement à  t empérature a mbiante, pa ssant de  500 à 
1 300 nm, puis diminue à 400 nm à la fin du deuxième palier à 80 °C.

Au c ontraire, on n ’observe pa s d ’agrégation c ontrôlée s ur l es s olutions d’ Al e t d e 
CuO non-fonctionnalisées (courbe bleue). On note cependant, aux premiers instants, une 
augmentation du diamètre hydrodynamique rapide, similaire à l a courbe rouge (diamètre 
passant de  2 50 à  1 500 nm ) a vant de  c huter quelques m inutes avant l e c hauffage pour  
atteindre une valeur de 200 nm après 1 h d’expérience. Puis le diamètre hydrodynamique 
reste cons tant quelle que  s oit l a t empérature. C eci dé montre que  l e phé nomène 
d’agrégation obs ervé l ors de  l a pr emière de mi-heure r epose s ur de s i nteractions 
irréversibles non-spécifiques.

Cette première expérience démontre bien que l’agrégation des nanoparticules d’Al et 
de C uO est r égie pa r l ’hybridation d es b rins d’ ADN greffés à l eur s urface, ma is nous 
voyons aussi qu’il existe des phénomènes d’agrégation non-spécifiques et non-réversibles 
dans nos conditions expérimentales. La section qui suit a pour objectif d’analyser plus en 
détail l ’influence d es p aramètres ex périmentaux sur l ’assemblage et d’ identifier le s 
interactions à l’origine de l’agrégation.
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4. Etude des cinétiques d’agrégation de nanoparticules d’Al et 
de Cu O : I nfluence des  co nditions ex périmentales et  des 
brins d’ADN

4.1. Influence de la concentration en NaCl

Nous a vons vu e n dé but de  c hapitre que  l a c harge i onique de  l a s olution e st un 
paramètre cl é da ns l ’agrégation des p articules i nfluençant fortement l es régimes
d’agrégation. Dans notre cas, les nanoparticules sont fortement chargées négativement à 
cause de la répulsion électrostatique due au potentiel négatif renforcé par le greffage des 
brins d’ ADN e t r endant l a s olution s table ( potentiels Z eta i nférieurs à  45 m V da ns l es 
deux cas  ( cf. Chapitre 3 )). Il es t al ors né cessaire d’ écranter l es cha rges né gatives pour  
initier l’agrégation. Nous avons choisi d’augmenter progressivement la force ionique de 
la s olution par aj out de  s el N aCl. Conformément à  la  ma jorité de s publ ications, la 
concentration saline sera réglée entre 15,5 mM (état initial de la solution colloïdale à base 
de P BS 0,1 X ) et 250 mM, t out e n m aintenant c onstant l a c oncentration e n 
nanoparticules. 

L’évolution du di amètre h ydrodynamique m oyen de s na noparticules en s olution, 
fonctionnalisées par des brins d’ADN non-optimisés (ss-Lit) ou optimisés (ss-Opt) est 
suivie au cours du temps par DLS et les courbes obtenues en fonction de la concentration 
saline sont présentées en Figure 100.

Figure 100 : Evolution du diamètre hydrodynamique moyen des agrégats Al-CuO au cours du temps, 
en fonction de la concentration en NaCl.
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On distingue de façon nette sur ces courbes les deux régimes présentées en section 1. 
du chapitre :

1. Agrégation d e C olloïdes L imitée p ar Réaction (RLCA) pour  une  

concentration en NaCl variant de 30 à 50 mM. 

2. Agrégation d e C olloïdes L imitée p ar D iffusion (DLCA) pour  une  

concentration en NaCl supérieure à 75 mM.

Dans le régime RLCA, les cinétiques sont fortement dépendantes de la concentration 
en s el, de  f açon hom ogène e t r égulière. L’agrégation de s pa rticules e st r égie par 
l’hybridation des br ins d’ADN. L’approche de  deux particules fonctionnalisées entraîne 
une hybridation des brins complémentaires. La cinétique de cette réaction impose alors la 
cinétique d’ agrégation. Plus l a f orce i onique d e l a s olution a ugmente, moins l ’énergie 
nécessaire à l ’hybridation de  de ux brins es t i mportante, ce qui  accél ère l a ci nétique 
d’hybridation et explique l’évolution des cinétiques observée.

Au-delà de 75 mM de NaCl, les cinétiques ne dépendent plus de la concentration en 
sel. Les cinétiques sont rapides et identiques, avec un di amètre hydrodynamique moyen 
passant de 250 nm  à 2 250 nm. Par ailleurs, la mesure du di amètre hydrodynamique est 
ici arrêtée quand celui-ci diminue à nouveau, à  cause de  la sédimentation des plus gros 
éléments. Dans ce cas, l’agrégation est régie par la rencontre des nanoparticules, et n’est 
donc pl us l imitée que  p ar l a di ffusion de  ces d ernières da ns l e s olvant. Leur collision 
entraîne une agrégation i rréversible, où  l ’hybridation des brins d’ADN n’intervient plus 
directement.

Notons qu’ en de çà d ’une c oncentration s aline d e 30 m M, a ucune agrégation n’ est 
observée, prouvant la stabilité des solutions colloïdales analysée dans le Chapitre 3.

Pour c onfirmer l e changement de  r égime, nous  a vons utilisé une  r égression non-
linéaire par une loi puissance d’exposant α (cf. équation 4.4) pour décrire les cinétiques
d’agrégation en fonction de la concentration en NaCl. L’évolution du coefficient α est 
donnée e n Figure 101. Pour c omparaison, nous  a vons é galement é tudié l ’évolution du  
coefficient α pour des nanoparticules non f onctionnalisées. La correspondance entre l es 
courbes expérimentales et les équations obtenues sont présentées en Annexe 11.
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Figure 101 : Evolution du coefficient puissance α en fonction de la concentration saline décrivant les 
cinétiques de trois composites, avec ADN optimisés, ADN non-optimisés et sans ADN. Les lignes pointillées 
sont tracées en tant que support visuel.

On identifie clairement s ur le  graphique l es de ux r égimes d’ agrégation de  
nanoparticules fonctionnalisées. De 15 à 40 mM, le coefficient α augmente de 0 à 0,5. 
Au-delà de 50 mM, le coefficient diminue et se stabilise à environ 0,42. Ces résultats sont 
conformes aux résultats de (Pamies et al., 2014). De plus, on pe ut remarquer l’influence 
de la fonctionnalisation des nanoparticules car, sans ADN, le coefficient α augmente de 
30 mM à 100 mM dont l’allure rappelle celle obtenue par (Trinh et al., 2009), démontrant 
une l imite ent re l es de ux r égimes dé calée de  1 5 mM envi ron. La c aractérisation plus 
pointue du coefficient α avec la détermination des coefficients z et df nécessitent pa r 
contre d’ autres ana lyses qui  n’ ont pa s pu  êt re r éalisées d ans c es t ravaux. On constate 
cependant qu’ en approximant l e coe fficient z à 0,8 c onformément a ux m esures 
expérimentales r eportées da ns l a l ittérature (Lin et al ., 1990;  T rinh et al ., 2009) , on  
obtient une  dimension f ractale entre 1,78 e t 2,0 en régime DLCA, soit t rès proches des 
résultats donnés dans la littérature (df = 1,8 ± 0,1) (Lin et al., 1990).

La Figure 102 donne le potentiel Zeta de ces mêmes solutions, c'est-à-dire pour les 
brins no n-optimisés (courbe r ouge) e t pour  l es brins opt imisés (courbe noi re) en 
fonction de la concentration saline.

10 100
-0,1

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

ss-Opt
ss-Lit

 Sans ADN

α

[NaCl] (mM)



4. Cinétiques d’Agrégation de Nanoparticules d’Al et de CuO

179

Figure 102 : Evolution du potentiel Zeta de nanoparticules Al et CuO fonctionnalisées avec des brins 
complémentaires non-optimisés (courbe rouge) et optimisés (courbe noire), en fonction de la concentration 
en NaCl. Les mesures sont prises aux premiers temps de l’agrégation.

Comme attendu, le potentiel Zeta évolue très fortement avec la concentration saline, 
passant de -39 mV pour une concentration initiale en NaCl de 15 mM, à -15 mV pour une 
concentration e n N aCl de  250 m M. P lus pr écisément, on obs erve un s aut de  pot entiel 
entre 30 et 50 mM. Le saut de potentiel est plus marqué pour les colloïdes fonctionnalisés 
avec les brins non-optimisés, passant de -33 mV à -23 mV entre 40 et 50 mM, tandis que 
le saut de  potentiel est plus homogène pour  les colloïdes fonctionnalisés avec les brins 
optimisés, entre 30 et 40 mM.

La chimie de  s urface c omplexe i ntervenant da ns l es de ux cas  r end difficile t oute 
interprétation de ces légères différences observées suivant l’optimisation de la séquence.
Cependant, ces résultats confirment les observations sur les cinétiques d’agrégation avec 
notamment le changement de régime entre RLCA et DLCA entre 50 et 75 mM.

A partir de ces résultats, la gamme de concentration en NaCl favorisant l’agrégation 
des na noparticules d’ Al e t C uO pa r l ’hybridation de s br ins c omplémentaires e n r égime 
RLCA e st d e 35 à  45  mM, c ar l es cinétiques obtenues à  50 m M s ont t rop pr oches de  
celles obtenues en régime DLCA au-delà de 75 mM, notamment lorsque les brins ne sont 
pas optimisés.

Nous choisirons pour la suite une concentration en NaCl égale à 35 mM.
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4.2. Influence de la séquence de l’oligonucléotide

Nous c omparons i ci l es c inétiques d’ agrégation pr ésentées e n Figure 103 de ci nq 
mélanges de  na noparticules A l et  C uO r éalisées da ns l es m êmes condi tions 
expérimentales, avec une concentration en NaCl de 35 mM à 25 °C :

1. Agrégation entre nanoparticules d’Al et de CuO fonctionnalisées avec des brins 

complémentaires et optimisés (ssA-Opt + ssB-Opt) (symboles bleus pleins).

2. Agrégation entre nanoparticules d’Al et de CuO fonctionnalisées avec des brins 

complémentaires n on-optimisés (ssA-Lit + ssB-Lit) ( symboles r ouges 

pleins).

3. Agrégation entre nanoparticules d’Al et de CuO fonctionnalisées avec des brins 

optimisés mais i dentiques, donc  s upposés non-complémentaires (ssA-Opt

pour les deux types de particules) (symboles bleus vides).

4. Agrégation entre nanoparticules d’Al et de CuO fonctionnalisées avec des brins 

optimisés et identiques, s upposés non-complémentaires (ssA-Lit pour l es 

deux types de particules) (symboles rouges vides).

5. Agrégation entre nanoparticules d’Al et de CuO non-fonctionnalisées, i.e. sans 

brin d’ADN ou de Streptavidine à la surface (symboles noirs).

Figure 103 : Evolution du di amètre hydrodynamique des agr égats A l-CuO : nanoparticules non-
fonctionnalisées (courbe noire) ; fonctionnalisées avec brins optimisés complémentaires ssA-Opt et ssB-Opt 
(symboles bl eus pl eins) e t non-complémentaires ssA-Opt ( symboles bl eus v ides) ; f onctionnalisées avec 
brins av ec br ins no n-optimisés complémentaires ssA-Lit et ssB-Lit (symboles r ouges pl eins) e t non -
complémentaires ssA-Lit (symboles rouges vides).
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Tout d’ abord, on obs erve qu’ il n’ y a pa s ou pe u d’ agrégation e ntre na noparticules 
d’Al et  de CuO non-fonctionnalisées (courbe noire), dont  l e diamètre hydrodynamique
évolue e ntre 250 e t 300 nm . C ette e xpérience pe rmet donc  de  vé rifier l ’absence 
d’interactions non-spécifiques entre particules dans ces conditions.

Intéressons-nous ensuite aux nanoparticules d’Al et de CuO fonctionnalisées avec des 
brins identiques, supposés non-complémentaires, ssA-Opt et ssA-Lit respectivement en 
symboles vides bleu et rouge. Alors qu’il est attendu une absence d’agrégation, on not e 
dans l es de ux c as une  augmentation du di amètre h ydrodynamique au c ours du t emps, 
supérieure à l a cou rbe n oire, correspondant a ux particules d’ Al et  de  C uO non-
fonctionnalisées. Lorsque la séquence des brins d’ADN utilisés a été optimisée (courbe 
bleue), l’augmentation du diamètre hydrodynamique est limitée, atteignant 500 nm après 
1 h 30. Au contraire, lorsque les brins d’ADN n’ont pas été optimisés (courbe rouge), le 
diamètre hydrodynamique atteint 725 nm  après 1  h. D ans ces deux cas, l ’agrégation est 
causée par des interactions non-spécifiques entre les nanoparticules fonctionnalisées avec 
ADN. Ces i nteractions pe uvent ê tre de  di fférente na ture e t s eront di scutées pl us t ard. 
Cependant, on pe ut noter que  c es i nteractions s ont ne ttement l imitées l orsque l a 
séquence est optimisée par notre algorithme.

Enfin, on observe une agrégation prononcée et rapide lorsque les nanoparticules sont 
fonctionnalisées avec des brins d’ADN complémentaires, optimisés ou non. Le régime 
d’agrégation di ffère s uivant l a na ture de  l a s équence, a vec une  c inétique pl us r apide 
lorsque l a s équence es t opt imisée. Plus pr écisément, le di amètre h ydrodynamique 
augmente de 250 nm  à 1,5 µm après 1 h 30 m in d’agrégation avec les brins optimisés,
contre 1,2 µm avec les brins non-optimisés.

Les interactions non-spécifiques, associées donc à la présence de l’ADN à la surface 
des na noparticules, p euvent s ’établir e ntre un br in d’ ADN d’ une pa rticule e t l a s urface 
d’une a utre p articule, o u e ntre de s br ins d’ ADN de  de ux pa rticules de  f açon non -
spécifique, car non-complémentaires. Une illustration schématique de ces deux scénarii
est proposée en Figure 104.

Figure 104 : S chéma illustrant le s in teractions n on-spécifiques possibles entre na noparticules 
fonctionnalisées av ec de s br ins d’ ADN i dentiques : e ntre les br ins d’ ADN e t l a s urface v ierge d’ autres 
nanoparticules ( image de  gauc he), ou e ntre pl usieurs brins d’ ADN par  hy bridation par tielle non -
spécifique, telle que décrite dans la section 3.1.
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La d euxième pos sibilité est f avorisée pou r l a séquence non-optimisée (symboles 
rouges vi des) à  cause des nom breuses h ybridations pa rasites pos sibles vu da ns l e 
paragraphe 2.1.

Par cont re, compte t enu de s i nteractions f ortes ent re les bases A DN et  la s urface 
d’alumine m ontrées a u Chapitre 2 , la p remière pos sibilité (greffage d e l ’ADN s ur l a 
surface des particules) se retrouve dans les deux cas, et est fortement probable à cause du 
faible recouvrement de la nanoparticule par les brins d’ADN déterminé au Chapitre 3.

D’autre part, il est important de noter que les effets observés dans le cas d’agrégation 
de nanoparticules fonctionnalisées avec des brins non-complémentaires (symboles vides 
rouges et bleus) se retrouvent dans les courbes obtenues lorsque les nanoparticules sont 
fonctionnalisées avec les brins complémentaires (symboles pleins rouges et bleus de la 
Figure 103). Ainsi, on peut considérer que l’agrégation de nanoparticules fonctionnalisées 
avec des brins optimisés et complémentaires repose principalement et majoritairement 
sur l ’hybridation c omplète de s br ins c omplémentaires, où l ’agrégation assurée pa r de s 
phénomènes non -spécifiques ont  une  c ontribution e ntre 10 e t 20 % . A u c ontraire, 
l’agrégation observée d ans l e cas  de  na noparticules f onctionnalisées a vec des br ins 
complémentaires n on-optimisés repose es sentiellement s ur de s i nteractions non -
spécifiques, représentant autour de 50 % des phénomènes observés.

En résumé, d’un point de vue qualitatif, la différence entre les deux courbes rouge est 
largement m oins i mportante qu’ entre l es de ux c ourbes bl eues. D’un poi nt de  vu e 
purement ci nétique, on  pe ut comparer l es c ourbes en l inéarisant l ’augmentation du  
diamètre h ydrodynamique aux  t emps cou rts ( cf. Figure 105). O n not e que  l e r égime 
linéaire s ’étend s ur une  pl us c ourte pé riode l orsque l es na noparticules s ont 
fonctionnalisées avec des brins non-complémentaires.

Figure 105 : R égression l inéaire de s pr emiers i nstants de s c inétiques d' agrégation présentées e n 
Figure 103.
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La Figure 105 permet de m ettre en évidence l es i mportantes di sparités ent re l es 
cinétiques d’agrégation : lorsque les nanoparticules sont fonctionnalisées avec des brins 
optimisés (courbes bleues), la pente passe de  280 ± 10 nm.h-1 à 1 080 ± 25 nm.h-1 pour 
des brins i dentiques (ssA-Opt) ou complémentaires (ssA-Opt e t s sB-Opt), 
respectivement. E n c omparaison, l e c oefficient de  r égression l orsque l es na noparticules 
ne sont pas fonctionnalisées par l ’ADN est de  135 ± 15 nm.h-1. Au contraire, les pentes 
sont t rès pr oches l orsque les na noparticules fonctionnalisées av ec des br ins non -
optimisées, passant de 670 ± 25 à 730 ± 25 nm.h-1.

L’utilisation de  s équences op timisées pe rmet don c d’ obtenir une  c inétique 
d’agrégation plus rapide pour une concentration saline de 35 mM, et permet surtout 
de limiter grandement les interactions non-spécifiques entre ADN et nanoparticules.

Nous pouvons  not er que  da ns l e c as de  l a séquence n on-optimisée, t rois m odes 
d’hybridation peuvent expliquer les cinétiques d’agrégation plus faibles :

(i) Hybridation partielle entre deux brins identiques sur 4 bases de la séquence.

(ii) Hybridation partielle e ntre de ux br ins c omplémentaires su r 4 bases de  l a 

séquence.

(iii) Hybridation c omplète e ntre de ux br ins complémentaires s ur 15 bases de l a 

séquence.

Ces trois modes illus trés en Figure 94 font intervenir un nom bre va riable de  bases. 
Or, pl us l e nom bre de  bases m ises en jeu lors de  l’ hybridation est f aible, moins la  
concentration saline doi t ê tre é levée pour  f avoriser l’ agrégation, comme l’ attestent l es 
énergies d’ hybridations cal culées pa r S anta Lucia (John S antaLucia a nd H icks, 2004) .
Cela peut expliquer la cinétique d’agrégation beaucoup plus rapide observée lorsque les 
nanoparticules s ont f onctionnalisées a vec de s br ins d’ ADN non-optimisés à un e 
concentration saline de  30 mM (cf. Figure 100), a lors que  l ’agrégation n ’est quasiment 
pas visible dans l e cas de brins optimisés, où l ’hybridation ne peut se faire que sur 15 
bases. P ar a illeurs, l es cinétiques s ont s emblables pour  l es de ux s ystèmes, a u-delà d e 
40 mM, car la charge ionique est suffisante pour amorcer l’hybridation sur 15 bases. Il est 
intéressant de noter qu’à une concentration saline de 35 mM, le brin optimisé est avantagé 
par rapport au brin non-optimisé. 

4.3. Influence de la température

Nous étudions maintenant l’évolution du di amètre hydrodynamique des agrégats Al-
CuO e n f onction de  l a t empérature pour  l es de ux types d’ assemblage : ave c séquence 
optimisée et non-optimisée. Le c alcul de s t empératures t héoriques de  fusion de s br ins 
d’ADN optimisés et non-optimisés pour la concentration saline de 35 mM conformes aux 
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conditions de notre expérience donne 64,2 °C  et 46,1 °C pour les séquences optimisées
et non-optimisées, respectivement. 

Ainsi, les nanobiocomposites sont auto-assemblés à t empérature ambiante, puis sont 
chauffés pendant 30 min à 50 °C ou 70 °C. Après la période de chauffage, la solution est 
de nouve au refroidie à t empérature ambiante. Ce c ycle es t répété t rois fois, le di amètre 
hydrodynamique est suivi par DLS et les courbes obtenues reportées en Figure 106. Une 
période de transition de 5 min est respectée entre chaque changement de température.

Figure 106 : E volution du diamètre hydrodynamique des agrégats Al-CuO fonctionnalisés avec des 
brins d’ADN complémentaires non-optimisés (a, c ) et optimisés (b, d)  en fonction de la température. Les 
traits dans  l es z ones gr ises correspondent au  di amètre moyen de s n anocomposites s ur l a pé riode de 
chauffage considérée. 

L’évolution du di amètre h ydrodynamique de s agrégats obtenus pa r h ybridation de  
brins d ’ADN non-optimisés (ssA-Lit et ssB-Lit) e st donnée en Figure 106 (a). Sur l a 
Figure 106 (c) s ont t racés l es poi nts cor respondants a ux pé riodes de  chauffage, afin 
d’améliorer la lisibilité. 

Tout d’ abord, on not e que l e di amètre h ydrodynamique v arie fortement a vec l a 
température, bi en qu’ on ne  di stingue p as de  di fférence d e c omportement ent re un  
chauffage à 50 °C e t un c hauffage à  70 °C . A t empérature ambiante, le di amètre 



4. Cinétiques d’Agrégation de Nanoparticules d’Al et de CuO

185

augmente de 250 à 1 25 0 nm lors du pr emier c ycle. E n c hauffant, i l di minue de  f açon 
nette, de 1 250 à  750 nm l ors du pr emier c ycle. O n not e e n effet q ue l e di amètre 
hydrodynamique ne retrouve pas sa valeur initiale, démontrant l’existence d’interactions 
non-spécifiques et non-réversibles, déjà détectées précédemment. Cependant, le diamètre 
hydrodynamique diminue avec la succession des périodes de chauffage, passant d’environ 
800 nm à 500 nm . La diminution progressive du diamètre hydrodynamique moyen avec 
l’augmentation du nombre de cycle dans le cas de brins non-optimisés (Figure 106 (c)), 
pouvant s’expliquer par une sédimentation progressive des plus gros éléments formés au 
cours des périodes à température ambiante.

L’évolution du di amètre h ydrodynamique de s na nobiocomposites obt enus pa r 
hybridation de brins d’ADN optimisés (ssA-Opt et ssB-Opt) est donnée en Figure 106
(b). Sur l a Figure 106 (d) s ont t racés l es di amètres m esurés pe ndant l es pé riodes de  
chauffage. Contrairement au cas précédent, on observe une  di fférence de  comportement 
entre 50 e t 70 °C . Le diamètre hydrodynamique ne diminue pas franchement lorsque la 
température es t de  50 °C et  a m ême tendance à au gmenter ( cf. les points noi rs à  
~ 1 000 nm sur la Figure 106 (d)), a lors qu’ une ne tte di minution du di amètre 
hydrodynamique est observée lors du chauffage à 70 °C. Cette différence montre que les 
agrégats obt enus av ec l es brins d’ ADN op timisés sont pl us s tables en t empérature, 
comparativement à ceux obtenus avec les brins non-optimisés. Cette observation est en 
accord avec la température de fusion calculée de 64,2 °C des brins d’ADN optimisés. Un 
tableau r ésumant l es va leurs num ériques obt enues da ns c es gr aphes e st pr oposé e n 
Annexe 12.

Il reste cependant difficile d’interpréter avec précision les cinétiques d’agrégation en 
considérant uniquement l’hybridation spécifique ou non des brins d’ADN, parce qu’elles 
sont liées à de  nombreux autres facteurs comme la densité de greffage et les interactions 
entre ADN et particule, ou particules et particules. On observe dans les deux cas que le 
diamètre h ydrodynamique m oyen di minue de  40 à  60 %  après c haque pé riode de  
chauffage, que l’on peut attribuer à la modification de l’accrochage des brins d’ADN à la 
surface des nanoparticules. Nous avons en effet vu dans le Chapitre 2 qu e l’élévation de 
la température en solution pouvait favoriser l’adsorption de bases T à la surface, rendant 
le brin inefficace pour une prochaine hybridation. Ces phénomènes peuvent expliquer les 
grandes v ariations de  di amètre h ydrodynamique s ur l a p ériode de  c hauffage, 
particulièrement m arquée lorsque l es br ins d’ ADN ne  s ont pa s opt imisés. D e pl us, l a 
température a é galement un effet sur la valeur de l’énergie barrière entre nanoparticules
qui peut favoriser l’agrégation malgré la dé-hybridation des brins d’ADN.

Concluons enfin que l’homogénéité des mesures observées avec les brins optimisés
et l a di minution pl us p rononcée du di amètre h ydrodynamique l ors de s pé riodes de  
chauffage conf irment l ’intérêt d e bi en définir la s équence d e l ’ADN po ur opt imiser et 
mieux contrôler l’assemblage.
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4.4. Validation de l’hybridation des brins d’ADN complémentaires

Nous pr oposons ici une e xpérience c omplémentaire pour  va lider que  l ’hybridation 
des br ins d ’ADN gouverne e ffectivement l’ assemblage de s p articules A l e t C uO. Elle 
consiste à interrompre l’agrégation en saturant la solution colloïdale d’Al en brins d’ADN 
complémentaires par ajout de quelques µL de solution mère d’ADN. Ces derniers n’étant 
pas at tachés à l a s urface de s pa rticules, leur co efficient de  di ffusion est plus él evé que  
celui de s pa rticules et  peuvent v enir s ’hybrider s ur l es br ins d’ ADN g reffés s ur l es 
nanoparticules et  ai nsi dé sactiver l ’ensemble de s s ites fonctionnels né cessaires à 
l’agrégation. La concentration en NaCl est toujours de 35 mM et la température fixée à
25 °C.

Les cinétiques d’ agrégation présentées s ur l a Figure 107 sont com parées à cel les 
obtenues pour un assemblage non-interrompu. 

Figure 107 : E volution du diamètre hydrodynamique des agrégats Al-CuO fonctionnalisés avec des 
brins d’ADN complémentaires. Pour la courbe rouge, 2 µ L de solution de ssA-Opt (concentration initiale 
de 0,5 mM) sont ajoutées aux 150 µL de solution colloïdale après 15 min d’agrégation. 

Sur l a Figure 107, les enc adrés noi r et  r ouge correspondent a u di amètre 
hydrodynamique m oyen e n f in d’ expérience e t s on é cart t ype. S ans i nterruption de  
l’assemblage, le diamètre hydrodynamique moyen passe de 250 nm  à 1 280 ± 80 nm  en 
moins d’ une he ure. D ans l ’expérience a vec i nterruption de  l ’agrégation, on not e, après 
ajout de s br ins d ’ADN complémentaires à ceux gr effés s ur l es n anoparticules d’ Al, un 
arrêt net de l’agrégation pendant une quinzaine de minute, puis l’agrégation redémarre à 
nouveau et le diamètre hydrodynamique se stabilise à une valeur de 745 ± 50 nm. 

La di minution ne tte de  500 nm  du di amètre hydrodynamique m oyen f inal de s 
agrégats l orsque l ’assemblage es t p erturbé pa r a jout de  br ins d’ ADN complémentaires 
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démontre que l’assemblage est effectivement contrôlé par l’hybridation des brins d’ADN
complémentaires greffés à la surface des deux types de nanoparticules. 

Cependant, la r eprise d e l ’assemblage apr ès u n arrêt d e 15 min témoigne d e l a 
présence d’ interactions non -spécifiques ent re p articules f onctionnalisées, comme dé jà 
évoquée da ns l es paragraphes pr écédents. Ces i nteractions n’ avaient p as ét é obs ervées 
dans le cas de particules d’or (Cobbe et al., 2003).

4.5. Influence de la taille du spacer et de la Streptavidine

Nous éva luons i ci l ’influence de  l a s tratégie d e g reffage s ur l es ci nétiques 
d’agrégation, plus précisément l’impact de la longueur du spacer utilisé et la présence de 
Streptavidine. P our cela, nous  a vons c omparé l es cinétiques d’ agrégation de  
nanoparticules d’ Al et de C uO f onctionnalisées a vec de s br ins d’ ADN a vec ou  s ans 
greffage préalable de la Streptavidine. Enfin, ces expériences ont  été réalisées pour trois 
longueurs d’ADN en faisant varier le nombre de bases T du spacer (0, 15 ou 30 bases T, 
notées T 0, T 15, T 30) e t da ns t rois c oncentrations en N aCl ( 30 m M, 45 m M e t 60 mM). 
Notons que la séquence est ici optimisée et composée de 15 bases (cf. Tableau 19). Les 
cinétiques sont présentées en Figure 108.

Figure 108 : Evolution du diamètre hydrodynamique moyen des agrégats Al-CuO fonctionnalisés avec 
des brins d’ADN complémentaires, avec et sans Streptavidine préalablement greffée à la surface pour trois 
concentrations salines (30 mM, 45 mM et 60 mM) et trois tailles de spacer (0, 15 et 30 bases T).
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Intéressons-nous t out d ’abord à l a v ariation du di amètre h ydrodynamique de  
nanoparticules fonctionnalisées avec la Streptavidine (graphes de gauche). Dès 30 mM de 
NaCl, on obs erve une  agrégation t rès l égère des na noparticules. E n augmentant l a 
concentration en NaCl, l ’agrégation est plus marquée et les diamètres hydrodynamiques 
atteignent ~ 1 500 nm. On note enfin que les cinétiques sont identiques quelle que soit la 
longueur du spacer, bi en qu’ une s édimentation pl us r apide s oit dé tectée pour  T 30 à
45 mM, e t pour  T 15 et T 30 à 60 m M. Cette obs ervation pourrait être ex pliquée par un e 
densité va riable d es a grégats e n s uspension, e ntraînant une  s édimentation à di fférents 
moments ; une con firmation de ces h ypothèses né cessiterait des ana lyses 
complémentaires.

Les cinétiques d’assemblage de s n anoparticules d’Al et  de  C uO s ans S treptavidine 
(graphes de  dr oite), s e différencient en pl usieurs poi nts. D’abord, on n’observe pa s 
d’agrégation à 30 mM. Ensuite, les tailles d’agrégats maximales obtenues à 45 mM sont 
légèrement inférieures à celles de leurs homologues avec Streptavidine : 1 200 nm contre 
1 500 nm a vec S treptavidine. Les t ailles d’ agrégats s ont i dentiques à 60  m M da ns les 
deux cas , avec 1 900 nm de  di amètre ma ximal. Enfin, la di fférence m ajeure tie nt a ux 
cinétiques d’agrégation de T30 (courbes bleues), qui apparaissent légèrement plus lentes à 
45 mM et nettement plus lentes à  60 m M (900 nm et 700 nm  pour T30 à 45 e t 60 mM, 
contre 1 200 e t 1 900 nm pour  T 0 et T 15), tandis que  l es c inétiques de  T0 et T 15 restent 
similaires dans les deux cas.

Ces observations nous permettent de conclure que pour des brins d’ADN courts (T0

ou T15), l’assemblage est peu influencé par la présence ou non de la Streptavidine. En 
effet, la c inétique m oins r apide à  45 m M pe ut s ’expliquer pa r une  m oins bonne  
disponibilité des brins d’ADN greffés à la surface lorsqu’il n’y a pas de Streptavidine (cf.
Chapitre 3) . Cependant, l a présence d’un nombre suffisant de  br ins d’ADN di sponibles 
permet l ’hybridation e t l’agrégation. P ar contre, pour  l es br ins d ’ADN longs ( T30), la 
cinétique est t rès di fférente. Il semble que l ’adsorption des br ins d’ADN de façon non-
spécifiques s ur l es s urfaces ox ydées ( Al2O3 et CuO) s oit a mplifiée à  c ause du  nom bre 
important de bases T dans le spacer. Ces derniers se retrouveraient donc couchés sur la 
surface, et non di sponibles pour l’hybridation, ce qui expliquerait le ralentissement de la 
cinétique d’agrégation.

Afin de  confirmer ces hypothèses, nous  avons é tudié le comportement des agrégats 
avec ou s ans S treptavidine en température, i.e. en a ppliquant d es pa liers de  30  m in à  
70 °C. Les courbes sont reportées sur la Figure 109.
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Figure 109 : Evolution du diamètre hydrodynamique moyen des agrégats Al-CuO fonctionnalisés avec 
des br ins d’ ADN c omplémentaires de  t rois t ailles de  spacer (0, 15 e t 30 bases T ) en f onction de  la 
température entre 25 °C et 70 °C.

Les r ésultats c onfirment l es c onclusions pr écédentes. P our T 0 et T 15, les 
augmentations et réductions du di amètre hydrodynamique en fonction de la température 
sont c onformes a ux obs ervations de s pa ragraphes 3 et 4.3. C ependant, pour  T 30, on  
n’observe pas de variation du diamètre hydrodynamique avec la température. Le diamètre 
varie e n effet e ntre 250 et 750 nm  i ndépendamment de  l a t empérature, confirmant que  
l’agrégation est pr incipalement cont rôlée p ar de s interactions non -spécifiques ca r 
irréversibles. Cela valide l’hypothèse de l’adsorption non-spécifique de brins d’ADN 
sur les surfaces oxydées.

En conclusion, cette étude permet de questionner l’utilisation de la Streptavidine pour 
améliorer l a s pécificité du greffage, visiblement ef ficace à p artir d ’une l ongueur 
suffisament importante du brin.
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5. Caractérisation structurale des nanobiocomposites

Comme précisé dans l e Chapitre 3, les observations au SEM ont  été réalisées après
dépôt de quelques gouttes de solution colloïdale sur une grille de Ni recouverte d’un film 
de carbone. Le même protocole est appliqué pour les observations au TEM, effectués au 
Centre de  M icroCaractérisation Raimond Castaing à T oulouse, ave c l ’appareil J EOL 
JEM-ARM 200F à émission de champ corrigé sonde, couplé à un spectromètre EDX.

5.1. Nanobiocomposites Al-CuO

Deux images TEM de nanobiocomposites Al-CuO auto-assemblés par brins d’ADN 
complémentaires op timisés suivant l e pr otocole dé crit da ns l e pa ragraphe 3, sont 
présentées en Figure 110. On y distingue nettement les nanoparticules d’Al, sphériques et 
claires d e di amètre entre 50 et 150 nm , et l es nanoparticules de  C uO, beaucoup pl us 
sombres et petites, mais fortement agglomérées. Sur l’image au plus faible grossissement, 
on observe la répartition homogène d’agglomérats de 500 nm² environ de nanoparticules 
d’Al et de CuO. Sur l’image au plus gros grossissement, on di stingue une nanoparticule 
d’Al connectée en trois points avec les nanoparticules de CuO disposées autour, laissant 
supposer une hybridation en trois points de la particule. 

L’existence d’ agglomérats a ssez gr os d’ un t ype de na noparticules s e j ustifie d’ une 
part pa r l e di amètre h ydrodynamique as sez él evé de s na noparticules a vant m élange 
(environ 250 à  300 nm, cf. Chapitre 3), et d’autre part par l’existence d’interactions non-
spécifiques d écrites pr écédemment, probablement due  é galement à un  f aible t aux de  
recouvrement d’ADN.

Figure 110 : Images TEM de nanobiocomposites Al-CuO auto-assemblés par ADN.
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5.2. Influence de la séquence de l’oligonucléotide sur la structure

Les images SEM des composites obtenus après assemblage de nanoparticules d’Al et 
de C uO f onctionnalisés a vec d es br ins opt imisés e t non -optimisés s ont pr ésentées en 
Figure 111. P eu de  di fférences m orphologiques s ont not ables à  c ette é chelle e ntre l es 
composites agr égés p ar des brins d ’ADN complémentaires optimisés o u non (Figure 
111 (a, b)) : la  ta ille de s a grégats va rient entre 1 e t 3 µ m, e t on obs erve une  s tructure 
dense avec une composition Al / CuO homogène dans les deux cas, confirmant le mode 
d’agrégation RLCA. 

Nous a vons e nsuite obs ervés de s a grégats obt enus a près a ssemblage de  
nanoparticules d’ Al e t de  C uO f onctionnalisés ave c de s brins d’ ADN non-
complémentaires avec des séquences optimisées et non-optimisées (Figure 111 (c, d)). 
Les agrégats obtenus lorsque les brins sont non-optimisés sont plus gros, entre 700 nm et 
1 µm, que ceux obtenus lorsque les brins sont optimisés dont la taille atteint au maximum 
500 nm . D e pl us, l ’homogénéité s emble m oins bonne  l orsque l es brins sont non-
complémentaires comparativement aux a grégats obt enus avec de s brins 
complémentaires, comme en témoignent l ’agrégat c omposé uni quement de  
nanoparticules d’Al (Figure 111 (a)) ou de nanoparticules de CuO (Figure 111 (d)).

Figure 111 : ( a, b)  I mages SE M de  nano biocomposites A l-CuO obt enus pa r agr égation de  
nanoparticules fonctionnalisées avec des brins d’ADN optimisés, complémentaires et non-complémentaires
respectivement. ( c, d)  I mages SE M de  nanobiocomposites A l-CuO obt enus pa r agr égation de  
nanoparticules f onctionnalisées av ec de s br ins d’ ADN non-optimisés, co mplémentaires et  non-
complémentaires respectivement.



Chapitre 4. Structure et Propriétés Energétiques des Nanobiocomposites

192

5.3. Influence de la séquence sur la composition chimique

Une ana lyse EDX obtenue par HR-TEM dont  l es résultats sont présentés en Figure 
112 a pe rmis ég alement d e com parer l a di sposition des él éments A l et  C u dans les 
agrégats obtenus à partir de nanoparticules d’Al et de CuO fonctionnalisés avec des brins 
complémentaires optimisés et non-optimisés (figures du haut et du bas respectivement).

Figure 112 : Images TEM en champs sombre, cartographies élémentaires de l’Al (en bleu) et du C u 
(en r ouge), e t c omposition é lémentaire s ur une  t ranche de nan obiocomposites obtenus à par tir de  
nanoparticules d’Al et de CuO fonctionnalisés avec des brins complémentaires optimisés et non-optimisés 
(figures du haut et du bas respectivement).

Ces obs ervations con firment l es i mages S EM : da ns l es de ux, la s tructure app araît 
dense malgré la présence de vide de diamètre compris entre 0,2 et 0,7 µm. La distribution 
des éléments Al (en bleu) et Cu (en rouge) est plus fine dans le cas de brins d’ADN non-
optimisés. Avec les brins d’ADN optimisés, on observe que la distribution des éléments 
Al e t C u e st c omprise e ntre 0,2 e t 0,5 µ m, c orrespondant e xactement aux di amètres 
hydrodynamiques des solutions colloïdales avant agrégation (cf. Chapitre 3). 

Pour l ’heure, c es obs ervations f ines de s na nobiocomposites ne  pe rmettent pa s de  
distinguer des di fférences fortes sur l ’homogénéité de la distribution des éléments Al et 
Cu entre agrégats obtenus avec des brins d’ADN optimisés et ceux obtenus avec les brins 
non-optimisés.
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6. Caractérisation thermiques des nanobiocomposites Al-CuO

6.1. Analyse des propriétés thermiques

Cette de rnière section évalue l es p erformances énergétiques de s nanobiocomposites
en fonction des conditions de synthèse. Après évaporation du s olvant dans une enceinte 
sous vide pe ndant que lques he ures, les a grégats s ont r écupérés et ana lysés pa r 
Calorimétrie D ifférentielle à  B alayage, notée D SC pour  Differential Sc anning 
Calorimetry, permettant de mesurer les réactions exothermiques et endothermiques sous 
l’effet de la température. Les analyses on été réalisées à l ’aide de l’appareil METTLER-
Toledo é quipé d ’un c apteur H SS8. Le p rincipe de  fonctionnement de l a D SC e st 
développé en Annexe 1.

Environ 1 m g de nanobiocomposite Al-CuO est placé dans un creuset en  Platine de 
volume 40 µ L. Un m ême c reuset vi de est pl acé e n vi s-à-vis d e l ’échantillon, pour  l a 
référence. Les échanges de chaleur ent re l ’échantillon et la référence sont mesurés sous 
une rampe de température de 10 °C.min-1 de 30 °C à 700 °C, sous atmosphère inerte (Ar 
pur à 99,999 % après passage dans un piège à oxygène). Cette méthode de caractérisation 
est c lassiquement ut ilisée pour l ’analyse de s r éactions de  m atériaux na nothermites 
(Bahrami et al., 2014; Glavier et al., 2015; Marín et al., 2015; Stamatis et al., 2008; Sun 
et al., 2006).

6.2. Influence de l a stœchiométrie d ans le s p erformances 

énergétiques

Comme vu da ns l e Chapitre 1, l es proportions s tœchiométriques peuvent avoir un e 
influence forte sur les propriétés énergétiques des nanothermites. Nous commençons par 
étudier ici l ’influence de  l a pr oportion de  na noparticules d’ Al sur  l es enthalpies de  
réactions, déterminées par DSC. La maîtrise de la stœchiométrie du mélange est assurée 
grâce à la méthodologie développée dans le Chapitre 3. 

Trois na nocomposites contenant une  proportion de nanoparticules d’ Al e t de  C uO 
variable ont été réalisés en mélangeant deux solutions colloïdales de nanoparticules d’Al 
et de CuO sans ADN. Les proportions des nanoparticules d’Al et de CuO ont été adaptées 
pour obtenir les différents rapports stœchiométriques Φ de 1, 2 et 4. Rappelons que
lorsque Φ est égal à 1, le mélange contient autant de nanoparticules d’Al que de CuO. Par 
contre, lorsque Φ devient plus grand que 1, la proportion de nanoparticules d’Al dans le 
mélange augmente par rapport à la proportion de nanoparticules de CuO. 

Le m élange de s s olutions col loïdales es t r éalisé dans une s olution a queuse de  P BS 
0,1 X et Tween 20 à 0,05 % dans laquelle la concentration saline en NaCl est de 45 mM. 
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Afin de  va lider l ’agrégation, même s ans A DN, les ci nétiques ont  ét é ca ractérisées pa r 
DLS et présentées en Figure 113.

Figure 113 : Evolution du diamètre hydrodynamique moyen des nanocomposites Al-CuO au cours du 
temps, ayant un rapport stœchiométrique Φ égal à 1, 2 et 4 (courbes noire, rouge et bleue respectivement).

Lorsque Φ est égal à 1, le diamètre hydrodynamique augmente rapidement suivant 
une loi puissance, passant de 230  nm à  1 250 nm en 1  h. Le diamètre hydrodynamique 
diminue e nsuite r apidement, à  cause de  l a s édimentation de s pa rticules. P ar c ontre, 
lorsque Φ est supérieur à 1, l’augmentation du diamètre hydrodynamique est moins 
marquée, dépassant difficilement 500 nm. La connaissance limitée de la chimie de surface 
des nanoparticules et des interactions rend ici difficile toute interprétation de ces résultats. 

Les a grégats obt enus on t ét é vi sualisés au  S EM et  l eur composition analysée p ar 
EDX. Les i mages S EM s ont pr ésentées en Figure 114 et l es r ésultats de  l ’analyse 
élémentaire en Figure 115.
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Figure 114 : Images SE M c aractéristiques de s nano composites A l-CuO ayant un rapport 
stœchiométrique de 1, 2 et 4 (images (a), (b) et (c) respectivement).

Quand Φ augmente, on note une moindre proportion de nanoparticules de CuO. Cela 
est particulièrement visible entre les images (a) et (c) de la Figure 114. Sur cette dernière, 
les nanoparticules de CuO ne sont quasiment plus visibles. La quantification élémentaire 
des é léments Al, Cu, O et Cl en plusieurs endroits, pour  t rois grossissements di fférents 
(× 5 000 / × 10 000 / × 40 000) confirme ces observations. 

Figure 115 : Quantification des éléments Al, Cu, O et Cl dans les nanocomposites Al-CuO ayant des 
rapports stœchiométriques différents (Φ de 1, 2 et 4).
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Quand Φ passe de 1 à 4, la proportion d’Al passe de 40 ± 5 % de la composition 
totale à  64 ±  7 %  e t l a proportion de  C u di minue de  15 ±  5 % à  4  ±  3 % . D e façon
intéressante, le signal du Cl (lié à NaCl) suit l’évolution du signal du c uivre, passant de 
15 % à qu asiment 0 %. Le s ignal d’O e st pl us d ifficile à  commenter, c ar il e st pr ésent 
dans les deux types de nanoparticules.

Les r éponses D SC de s t rois na nocomposites s ont donné es e n Figure 116. La z one 
colorée représente la zone où l’aire sous la courbe a ét é calculée, de façon à déterminer 
l’enthalpie massique l ibérée l ors de  l a r éaction e ntre 480 e t 620 °C , annotée s ur l es
graphes.

Figure 116 : Courbes DSC de trois nanocomposites (Φ de 1, 2 et 4). 

Les cou rbes D SC pr ésentent l a m ême al lure car actéristique du comportement 
calorimétrique de s na nothermites A l-CuO. E n e ffet, e lles pr ésentent t outes un pi c 
exothermique principal centré sur 565 ±  5 °C . On note également un pi c endothermique 
de t rès faible i ntensité à 680 °C , correspondant à  l a fusion de  l ’aluminium r estant. 
L’attribution des pics exothermiques secondaires observés avant 400 °C  n’est pas claire, 
et pe ut ê tre lié e à la  p résence de  pol lutions lié es à  l’ utilisation de s olution aqueuse 
ionique. 

Le pi c e xothermique pr incipal c entré à  565 °C , s’étalant de  480 °C  à 6 20 °C , e st 
clairement associé à la réaction d’oxydoréduction de l’Al par l’oxygène libéré par le CuO 
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(Bahrami et al ., 2014;  G lavier et al ., 2015;  M arín et al ., 2015) . L’intégration de  l ’aire 
sous la courbe entre 480 et 620 °C permet de calculer l’enthalpie de réaction. Les résultats 
(1,18 kJ .g-1, 2,20 kJ .g-1 et 2,78 kJ .g-1 pour Φ = 1, 2 et 4 respectivement) montrent 
clairement que plus la proportion de nanoparticules d’Al est importante, plus l’enthalpie
de r éaction est impor tante. Or, l es t ravaux de  l a l ittérature ont  m ontré qu’ une 
nanothermite riche en métal Al possède des propriétés thermiques moins élevées, à cause 
d’un apport insuffisant d’oxygène (Bahrami et al., 2014). Il semble donc qu’il existe dans 
notre s ystème un a pport d’espèce ox ydante supplémentaire qui  pe rmette l’oxydation de  
l’Al. Cet apport peut venir de  la s ynthèse en  milieux aqueux salin et de  l’utilisation de 
tampons phosphate, riches en oxygène et en phosphate.

L’idée d e c es t ravaux de  t hèse étant de  réaliser un composite où l’organisation 
spatiale de s na noparticules d’ Al e t C uO e st opt imisée, nous  t ravaillerons da ns l a s uite 
avec un rapport stœchiométrique Φ = 1, de manière à avoir le même nombre de particules 
en solution, bien que l’énergie libérée de ce composite soit moins importante. 

6.3. Apport de l’assemblage des nanoparticules dirigé par ADN

La Figure 117 donne l es s ignaux D SC de  t rois t ypes de nanocomposites au mode 
d’assemblage varié :

1. Assemblage de nanoparticules d’Al et de CuO fonctionnalisées avec des brins 

d’ADN optimisés et complémentaires (courbe bleue).

2. Assemblage de nanoparticules d’Al et de CuO fonctionnalisées avec des brins 

d’ADN optimisés mais non-complémentaires (courbe rouge)

3. Assemblage de nanoparticules d’Al et de CuO sans fonctionnalisation ADN,

mixées en s olution a queuse ( courbe noi re) ou en s olution or ganique à  base 

d’hexane (courbe grise pointillée).

Les n anobiocomposites assemblés en solution aqueuse ont  ét é r éalisées ave c un e 
concentration en N aCl de  35 m M, à  25 °C  (cf. cinétiques d’agrégation e n Figure 103). 
Comme précédemment, les enthalpies de réaction sont annotées sur les graphes, obtenues 
à partir de l’aire sous la courbe entre 480 et 620 °C, mise en évidence par la zone colorée.
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Figure 117 : Courbes DSC de différents nanobiocomposites A l-CuO obt enus par  assemblage de  
nanoparticules d’Al et de CuO : avec brins d’ADN optimisés et complémentaire (courbe bleue), avec brins 
d’ADN o ptimisés et non -complémentaires (courbe r ouge) e t non-fonctionnalisées en s olution aque use 
(courbe noire) ou dans l’hexane (courbe grise pointillée). 

Tout d’ abord, l es t rois c ourbes pr ésentent u n pr ofil s imilaire. Q uelques pi cs 
exothermiques sont détectés à partir de 200 °C , associés à des pollutions l iés au solvant 
aqueux i onique ut ilisé pour l ’agrégation de s pa rticules. E nsuite, l e pic e xothermique 
principal e st c entré s ur 570 °C  pour  l es trois nanocomposites. E nfin, l a t empérature 
d’initiation correspondant au début de la réaction, mise en évidence en pointillées sur la 
Figure 117, est située à environ 490 °C.

Les na nocomposites o btenus à  p artir d’ agrégation de  n anoparticules s ans 
fonctionnalisation A DN e n s olution a queuse e t obt enus à  pa rtir de  l ’assemblage de  
nanoparticules fonctionnalisées avec des brins d’ADN complémentaires s’initient à  plus 
basse température que lorsque les brins d’ADN ne sont pas complémentaires, avec 490 °C 
contre 5 00 °C . Les enthalpies de  r éaction sont également l es pl us él evées ave c 1 ,18 et 
1,35 kJ .g-1 respectivement. Les c omposites obt enus pa r a ssemblage d e nanoparticules 
fonctionnalisées ave c de s brins d’ ADN non -complémentaires sont n ettement m oins 
performant ave c 1,00 kJ.g-1. E nfin, not ons q ue l es na nocomposites réalisées dans 
l’hexane ( méthode l a pl us cour amment ut ilisée da ns l a l ittérature et  pr ésentée da ns l e 
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Chapitre 1) présentent une température d’initiation bien inférieure à environ 440 °C, mais 
une enthalpie de réaction faible à 0,76 kJ.g-1.

Ces résultats confirment l’apport de l’ADN dans la nanostructuration des agrégats Al-
CuO, comme en témoigne l’augmentation de 135 % de l’enthalpie de réaction lorsque les 
brins d’ ADN s ont complémentaires. L’ADN a  donc  un vé ritable i mpact da ns 
l’organisation de s na noparticules. C ependant, de f açon s urprenante, l’enthalpie de 
réaction de l’agrégat sans ADN est également très élevée. Ceci s’explique par la structure 
de c es composites. A insi, s ont pr ésentées en Figure 118 les i mages TEM de s de ux 
composites. 

Figure 118 : Images TEM des nanocomposites réalisés par mélange de nanoparticules d’Al et de CuO 
(a) et par assemblage avec des brins d’ADN optimisés et complémentaires (b).

Le na nocomposite sans ADN apparaît tout d’ abord beaucoup pl us é pais que  c elui 
réalisé avec les brins d’ADN complémentaires, qui est plus étalé sur la surface. On note
également des figures géométriques nettes dans le premier cas, témoins de la présence de 
cristaux de  NaCl qu’on ne retrouve pas dans l e nanobiocomposite. Cette épaisseur plus 
importante da ns l e c as du na nocomposite sans ADN montre que  l ’agrégation de s 
particules s e f ait d e f açon équivalente da ns t outes l es di rections de  l ’espace d e f açon 
irréversible, gardant cette structure au moment du séchage. 

L’analyse EDX en HR-TEM de ces deux poudres, présentée en Figure 119, confirme 
que les processus d’agrégation diffèrent dans les deux cas.
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Figure 119 : Images TEM en champs sombre, cartographies élémentaires de l’Al (bleu), du Cu (rouge) 
et du C l (vert), e t c omposition é lémentaire d’ une t ranche de  nanoc omposites A l-CuO obt enus par 
agrégation de nanoparticules d’Al et de CuO sans ADN (a) et par assemblage avec des brins optimisés et
complémentaires (b).

On observe d e f açon nette l a pr ésence d e l ’élément C l dans l e nanocomposite s ans 
ADN, qui  t émoigne de  l a pr ésence d e c ristaux d e N aCl com me os sature du composite 
compte tenu de sa disposition. Par ailleurs, on note que la distribution des éléments Al et 
Cu est très fine avec l’alternance d’éléments entre 200 et 500 nm. Par contre, les cristaux 
de NaCl sont totalement absents du n anobiocomposite (avec ADN), mais l’homogénéité 
semble du m ême or dre de grandeur que  celui s ans A DN. U ne a nalyse quantitative de s 
éléments A l, C u, O  et C l a nalysée en pl usieurs e ndroits du c omposite e t à  di fférents 
grossissements confirme l’absence de Cl dans les composites avec ADN et est donnée en 
Annexe 13.

Ces résultats permettent de comprendre comment l’organisation du nanocomposite se 
met en place durant l ’agrégation et surtout le séchage. Lorsqu’il n’y a pas d’ADN pour 
diriger le placement des particules, l’organisation se fait de façon aléatoire et autour des 
cristaux NaCl lors de leur formation, au moment du s échage. Si la quantité de NaCl est 
suffisamment faible, l’intimité des particules est très bonne et leur alternance très fine, ce
qui explique les propriétés thermiques élevées.

Au contraire, lorsque les particules sont fonctionnalisées avec ADN, leur assemblage 
se f ait e n s olution a queuse de  f açon di rigée e t optimisée. A u m oment du s échage, l e 
composite est déjà créé et NaCl ne cristallise pas au sein du matériau. Les performances 



6. Caractérisation Thermique des Nanobiocomposites

201

énergétiques sont également très bonnes grâce à une  intimité forte des particules et à une 
distribution t rès hom ogène. Le caractère al éatoire d es enthalpies d e r éaction n e s e 
retrouve p as l orsque l ’assemblage d es p articules e st as suré p ar A DN, ave c u n 
résultat moyen de 1,25 ± 0,05 kJ.g-1 obtenus à partir de quatre échantillons distincts (les 
trois autres échantillons obtenus avec des longueurs de spacer différentes sont présentés 
en Annexe 14).

Enfin, l es performances éne rgétiques f aibles d u composite r éalisé da ns l ’hexane 
s’explique par une distribution des nanoparticules d’Al et de CuO très mauvaise car non-
contrôlée, comparativement aux deux nanocomposites précédents. L’observation TEM et 
analyse EDX de ces agrégats, présentées en Figure 120, montrent en effet d’ importants 
amas de CuO entre 0,5 e t 1,5 µ m de diamètre et un t aux d’Al bien moins important. La 
cartographie él émentaire et  l e graphique pr ésentant l a di stribution des é léments 
confirment cette impression visuelle : le nanocomposite est composé à 7 5 % de CuO et  
25 % d’Al. 

Figure 120 : Image TEM, cartographies élémentaires de l’Al (bleu) et du C u (rouge) et composition 
élémentaire d’une tranche d’un agrégat Al-CuO obtenu dans l’hexane.

6.4. Influence de la structure et de la cinétique d’agrégation sur les 

propriétés énergétiques des nanocomposites

Nous s ouhaitons t out d’ abord dé terminer l ’influence de  l a s tructure d u 
nanobiocomposite, i mpactée pa r l a cinétique d’ agrégation de s p articules, s ur l es 
performances énergétiques. Pour cela, nous avons réalisé deux systèmes :

1. Un na nobiocomposite o btenu à  f orte c oncentration e n N aCl ( 250 m M), 

suivant donc  une  c inétique de  t ype DLCA et pr oduisant un agrégat 

dendritique, ouvert et peu dense.



Chapitre 4. Structure et Propriétés Energétiques des Nanobiocomposites

202

2. Un nanobiocomposite obtenu à faible concentration de NaCl (35 mM) suivant 

une c inétique d’ agrégation de  t ype R LCA et pr oduisant un a grégat pl us 

dense.

Pour c hacun d e c es de ux s ystèmes, l es br ins d’ADN s ont de s brins opt imisés,
composés d’ une partie « codée » de l a séquence de  15 ba ses ( cf. Tableau 19) e t d’ un 
spacer de 15 ba ses T . Les c inétiques d ’agrégation sont présentées en Figure 121 et l es 
structures observées au SEM en Figure 122.

Figure 121 : Cinétique d’agrégation des nanobiocomposites Al-CuO obtenus avec des brins d’ADN 
complémentaires opt imisés pour  une  c oncentration e n N aCl de  250  m M ( courbe r ouge) e t de  35 m M 
(courbe bleue).

Figure 122 : Images S EM de s na nobiocomposites Al-CuO obtenus avec d es brins d ’ADN 
complémentaires et optimisés pour une concentration en NaCl de 250 mM (a) et de 35 mM (b).
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Les images SEM montrent une bonne homogénéité dans le mélange de nanoparticules 
d’Al et  d e C uO, m ais é galement de s di fférences s tructurelles f ortes. A faible 
concentration de N aCl ( Figure 122 (b)), l ’agrégat e st pl us é talé, m oins g ros, et a ssez 
dense m algré l a pr ésence de quelques t rous de t aille t oujours i nférieure à 1 µ m, 
conformément à  l a cinétique d’ agrégation l ente a ssurée pa r l ’hybridation de s br ins 
complémentaires de  l a Figure 121, pr opre a u r égime R LCA. A  f orte c oncentration de  
NaCl (Figure 122 (a)), la taille de l’agrégat est beaucoup plus importante, et les particules 
semblent a gglomérées s ur pl us d e 10 µ m². O n peut é galement not er que l es pa rticules 
semblent prisonnières de cristaux de NaCl, qui  se distinguent clairement par leur forme 
géométrique bi en d éfinie. L’aspect de ndritique a ttendu pour  l e régime d’ agrégation 
DLCA est peu visible ici à cause du nombre beaucoup plus important de nanoparticules. 
Or, l a s tructure contient t out de  m ême d e nom breux t rous de  t aille pl us impor tante e t 
variable entre 0,2 µm et 8 µm, comme le confirment d’autres images SEM présentées en 
Annexe 15. De plus, on peut observer que l’aspect visuel dense de l’image (a) est induit 
par la superposition des nanoparticules, renforçant l’impression de compacité.

Cependant, les signaux DSC de ces deux nanobiocomposites présentés en Figure 123
confirment la différence structurelle forte des deux agrégats.

Figure 123 : C ourbes D SC des nanobi ocomposites A l-CuO obt enus av ec de s br ins d’ ADN 
complémentaires opt imisés pour  une  c oncentration e n N aCl de  250  m M ( courbe r ouge) e t de  35 m M 
(courbe bleue).
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Les pe rformances én ergétiques d u nanobiocomposite A l-CuO obt enu a vec une  
concentration en N aCl élevée de  250  m M s ont t rès n ettement i nférieures à  cel les du  
composite réalisé avec une concentration en NaCl faible de 35 mM, avec une enthalpie de 
réaction de seulement 0,53 kJ.g-1 et une température d’initiation de 505 °C. 

Ces pe rformances am oindries s ’expliquent d’ une pa rt pa r l ’inclusion de s pa rticules 
dans les cristaux de NaCl. Or, NaCl étant un matériau réfractaire, il ne participe pas à la 
production de chaleur et flegmatise le composite en éloignant les nanoparticules d’Al et 
de C uO et  em pêchant l e t ransfert d’ oxygène de  l ’oxyde au métal. D’autre pa rt, la 
présence de trous et la structure dendritique ouverte imposée par le régime d’agrégation 
DLCA, bien que peu mise en évidence sur l es i mages S EM, participent également à l a 
flegmatisation du matériau. Lors de la combustion, en plus d’éloigner les éléments Al et 
CuO, ces trous d’air refroidissent localement le matériau, limitant de fait la diffusion des 
espèces.

Ces résultats justifient donc le choix du régime d’agrégation RLCA.

Pour fi nir, l’effet de  l a taille du brin d’ADN s ur l es pe rformances énergétiques a 
également été étudié, et es t présentée en Annexe 14. Ce paramètre ne semble pas avoir 
d’influence forte sur les enthalpies de réaction.
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7. Conclusion

Nous avons montré dans ce chapitre que la fonctionnalisation de nanoparticules d’Al 
et de  C uO pa r de s br ins d’ ADN a  une  r éelle i nfluence da ns l ’organisation de s 
nanoparticules d ans l e nanobiocomposite final, e t impa cte fortement ses pr opriétés 
énergétiques. 

Plus pr écisément, nous a vons va lidé que  l ’ADN dirigeait l ’assemblage, pour  une  
concentration saline comprise entre 35 e t 45 m M. Nous avons mis en évidence les deux 
régimes d’ agrégation e n f onction d e l a c oncentration s aline, i mpactant l a de nsité de s 
structures de s na nocomposites f inaux. N ous a vons é galement ide ntifié l’ existence 
d’interactions non -spécifiques i ntervenant da ns l es pr ocessus d’ agrégation, dont  nous  
avons grandement limitées l’influence en optimisant la partie « codée » de la séquence du 
brin d’ADN.

Nous avons montré que  l ’utilisation de  brins d’ ADN pour  a ssembler l es
nanoparticules améliore de  135 %  l ’enthalpie de r éaction de s n anobiocomposites. 
Cependant, nous  a vons dé montré que  l es nanocomposites é laborés à  pa rtir d e 
nanoparticules d’ Al e t de  C uO non -fonctionnalisées pe rmettait d’obtenir d es 
performances é nergétiques é quivalentes, voi re s upérieures, c e qui  e st e xpliqué pa r une  
densité plus forte des composites.

En c onclusion, l e c ontrôle de  l ’organisation de s na noparticules d’ Al e t de  C uO, 
clairement améliorée par la fonctionnalisation ADN, n’est pas le seul paramètre clé pour 
optimiser l’enthalpie de réaction, mais l’intimité physique des particules et la densité du 
composite semblent impacter tout autant ces propriétés énergétiques. Cette discrimination 
n’avait alors j usqu’à pr ésent j amais ét é d émontrée, et r enforce l ’idée de  l ’utilisation de 
l’ADN c omme or ganisateur du c omposite. E n va riant s a t aille ou  l es c onditions 
expérimentales d’agrégation, il serait possible de contrôler l’ intimité des particules et la  
densité du matériau final. 
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8. Perspectives : v ers une  o ptimisation du  procédé 
d’assemblage et une in tégration de na nobiocomposites Al-
CuO

8.1. Traitement thermique des nanoparticules agrégées

Nous avons vu dans les travaux de la littérature l’intérêt du recuit des assemblages à 
une température proche de la température de fusion des brins d’ADN. L’idée repose sur la 
désagrégation complète des nanocomposites en se plaçant à une température supérieure à 
la température de fusion des brins afin de « réinitialiser » l’agrégation, puis de se placer à 
une t empérature j uste i nférieure à l a t empérature de  f usion afin de s e placer d ans l es 
conditions t hermodynamiques f avorables à  l ’hybridation d’ un m aximum de  br ins e t 
d’optimiser l’organisation des particules. Des expériences préliminaires ont montré qu’il 
est ainsi possible d’améliorer la  distribution et la  cristallisation des particules par recuit 
des na nobiocomposites. Les Figure 124 et Figure 125 montrent le s c inétiques 
d’agrégation et les analyses de composition des agrégats réalisées par HR-TEM.

Figure 124 : E volution du  diamètre hydrodynamique moyen de s na noparticules d’ Al e t C uO 
fonctionnalisées av ec de s br ins d’ ADN c omplémentaires e n f onction de  l a t empérature, pour une 
concentration en NaCl de 45 mM. 

Le di amètre h ydrodynamique m oyen des n anoparticules d’ Al et de  C uO 
fonctionnalisées a vec de s br ins d’ ADN c omplémentaires opt imisés e n fonction de  l a 
température es t donné  sur l a Figure 124. Après as semblage à 25 °C, la t empérature es t 
augmentée à 60 °C  pendant 30 m in pour dé-hybrider l’ADN, avant de repasser à 45 °C  
pendant 10 h. On observe alors que le diamètre hydrodynamique diminue à 400 nm alors 
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qu’il était de 1 500 nm après l’assemblage. A 45 °C, le diamètre hydrodynamique moyen 
augmente à nouveau progressivement, avec une cinétique d’agrégation plus lente, jusqu’à 
atteindre 1 400 nm, permettant d’obtenir un agrégat plus dense.

Figure 125 : I mage T EM e n c hamps s ombre, c artographies é lémentaires de  l ’Al (bleu) e t du C u 
(rouge) et la composition élémentaire d’une tranche du nanobiocomposites Al-CuO ayant subi des recuits 
en température pendant l’assemblage.

Les images et cartographies élémentaires obtenues par HR-TEM présentées en Figure 
125 montrent e n e ffet u n a grégat pa rticulièrement de nse e t bi en di stribué, c omme e n 
témoignent le s di agrammes mont rant l’ alternance de s éléments A l et C u (inférieure à  
0,5 µm) s ur l a t ranche ana lysée. Ces o bservations ont  ét é conf irmées pa r l ’analyse 
quantitative des éléments, moyennée sur plusieurs endroits de l’échantillon à différentes 
échelles, et comparée à celles présentées précédemment et reportée en Figure 126.
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Figure 126 : C omparaison d e l a c omposition de  na nocomposites A l-CuO Sans  A DN, A vec A DN 
optimisé, avec ADN non-optimisé et avec ADN optimisé et recuit en température.

L’écart type sur les éléments Al et Cu sont bien moins importants que sur les agrégats 
n’ayant pas subi de recuits en température (ADN Optimisé, ADN Non-Optimisé et Sans 
ADN, sur la Figure 126). 

8.2. Intégration des nanobiocomposites sur puce électronique

Enfin, la pe rspective p rincipale de  ces  t ravaux t ient dans l ’intégration de  c es 
nanobiocomposites à l a s tructure et  aux  pr opriétés t hermiques m aîtrisées s ur puc es 
microélectroniques, à l’image des travaux menés au LAAS depuis une décennie avec des 
matériaux na nothermites s ous f orme d e m ulticouches d’ Al et de  CuO dé posées pa r 
pulvérisation cathodique.

8.2.1. Impression Jet d’encre

La pr emière voi e d’ intégration explorée au LAAS cons iste à ut iliser l a t echnologie 
« Jet d’ encre » pour déposer a lternativement de s m icrogouttelettes de  s olutions 
colloïdales. La technologie est schématisée en Figure 127 ci-dessous.
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Figure 127 : Schéma représentant le fonctionnement de la technologie « Jet d’encre ».

L’idée consiste à former des microgouttelettes par application d’un champ électrique 
à un cristal pi ézo-électrique qui , en se dé formant, appuie sur une  membrane en contact 
avec la chambre contenant la solution colloïdale. L’extrémité de la chambre est constituée 
d’une buse de diamètre 260 µm. Cette technique permet de contrôler le volume de gouttes 
déposées, d’ alterner l es g outtes de  c hacune d es de ux s olutions c olloïdales, e t donc  
possiblement de maîtriser l’assemblage des nanoparticules au fur et à mesure du dépôt de 
gouttes. Celles-ci s ont dé posées s ur de s puc es m icroélectroniques de  di mension 
1,8 × 3,8 mm², dont une photographie est donnée en Figure 128.

Figure 128 : Photographie de puces micro-électroniques utilisées pour le dépôt de nanoparticules d’Al 
et de CuO.
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Les di fficultés pr incipales de  cet te t echnologie s ont l iées à l a s olution aqueuse 
utilisée da ns not re c as, contenant d es te nsioactifs e t de s s els r endant di fficile l a 
répétabilité de s dé pôts. Beaucoup de pa ramètres s ont ég alement à pr endre en  com pte, 
liées à l ’encre (concentration e n n anoparticules, c omposition, t ension de  s urface et 
mouillabilité, pH…), à la s urface ut ilisée ( mouillabilité, fonctionnalisation pour f aire 
adhérer les nanoparticules, température) et aux conditions de dépôt (tension appliqué au 
cristal piezo-électrique, fréquence du c ristal, no mbre de  gouttes s uccessives…). D es 
études préliminaires réalisées dans le cadre de cette thèse ont permis de mettre en place le 
protocole de  d épôt s uccessif d’ encres c omposées de  nanoparticules d ’Al e t de  C uO 
fonctionnalisées av ec d es br ins d’ ADN, ainsi que  l ’influence de  c ertains pa ramètres 
comme l e nom bre de  gouttes s uccessivement dé posées né cessaire a u dé pôt d’ une 
monocouche de  n anoparticules ( phénomène i llustré e n Figure 129). M ais un important 
travail d’optimisation est aujourd’hui nécessaire pour d’une part couvrir complètement la 
puce de nanobiocomposites, mais aussi pour en assurer l’adhérence sur la puce.

Figure 129 : Illustration de l'influence du nombre de gouttes déposées sur la taille et l'homogénéité du 
dépôt.

8.2.2. Dépôt par électrophorèse

La de uxième voi e de  d épôt ét udiée da ns l e cadre d e c ette t hèse es t l e dé pôt p ar 
électrophorèse. Le principe de base consiste à faire migrer des nanoparticules chargées et
dispersées en solution colloïdale par application d’un champ électrique exercé entre deux 
électrodes. Le principe est schématisé en Figure 130.

Figure 130 : Schéma présentant le principe de fonctionnement de l'électrophorèse.
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La qu alité du dépôt dé pend là enc ore de  nom breux pa ramètres l iées à l a s olution 
colloïdale ( concentration e n na noparticules e t c harge de  s urface, c omposition de  l a 
solution…), à la surface utilisée comme électrode (nature de la surface) et aux conditions 
de dépôt (valeur de la tension, courant alternatif ou continu, durée d’expérimentation…).
Cette t echnique a  l ’avantage de  pouvoi r t raiter s imultanément de  grosses qua ntités de  
nanoparticules. De m ême, l ’alternance de  s olutions c olloïdales d’ Al et  de  C uO est 
envisageable pour réaliser des multicouches de nanoparticules. L’inconvénient majeur de 
la technique t ient pa r contre en la quasi-obligation d’utiliser un s olvant non-aqueux. En 
effet, l ’eau sous l ’effet du champ électrique s ’hydrolyse, pr oduisant du di hydrogène 
gazeux responsable de la formation de bulles sur la surface où le dépôt est réalisé.

Quelques travaux préliminaires ont  pu être réalisés permettant de mettre en place la 
technologie et de valider la faisabilité du procédé de dépôt de nanoparticules d’Al ou de  
CuO non -fonctionnalisées e t di spersées da ns une  s olution c omposée d’ eau e t d’ éthanol 
(10 et 90 %vol. respectivement). Le dépôt a pu être réalisé sur surface d’or et de silicium. 
Les images MEB illustrent le type de dépôt obtenu en fonction de la tension appliquée et 
la dur ée d’ expérimentation. N ous pouvons  voi r que l es dé pôts s ont de nses e t é pais, de  
l’ordre du µm. Cependant, la pr ésence de  c raquelures es t dé tectée et l e dépôt n’ est pa s 
homogène sur l’ensemble de la surface.

Un i mportant t ravail d’ optimisation de s pa ramètres d e dé pôt est né cessaire pour  
obtenir de s d épôts ho mogènes, m oins é pais e t non -fragmentés. La r éalisation de 
multicouches né cessite également un travail s ur l e pr océdé d’ alternance de s ba ins 
colloïdaux. Mais les travaux préliminaires valident l’efficacité de la méthode, qui apparaît 
plus rapide que la technologie « Jet d’encre ». Dans ces travaux, les nanoparticules n’ont 
pas é té fonctionnalisées par ADN. L’intérêt de cette fonctionnalisation pour ce procédé 
doit en effet être étudié et discuté dans les travaux futurs.
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Ces travaux de thèse s’inscrivent dans un c ontexte de recherche poursuivi au LAAS 
depuis maintenant plusieurs années, portant sur la synthèse de matériaux énergétiques et 
leur intégration dans des dispositifs micro-électroniques. Cette thématique portée par une 
équipe de  recherche mul tidisciplinaire di rigée pa r Carole Rossi e t Alain Estève tient s a 
richesse d ans l ’accompagnement et  l e d éveloppement du matériau, de  s a pha se 
d’élaboration à  s on i ntégration e t à s on ut ilisation, d’ un poi nt de  vue a ussi bi en 
expérimental que théorique. Dans ce cadre, mes travaux de thèse ont porté sur l’ouverture 
des m éthodes de  s ynthèse d e m atériaux éne rgétiques d e t ype na nothermite 
traditionnellement étudiées dans l’équipe, l’élaboration de multicouches d’Al et d’oxydes, 
à un pr océdé d’ élaboration pa rticulièrement i nnovant m ais s ource de  nom breuses 
difficultés : l’utilisation de l’ADN pour la  manipulation de nanoparticules et le  contrôle 
de le ur a ssemblage. C ette ut ilisation de l ’ADN, i nspirée pa r l es i mportants pr ogrès e n 
biologie génétique, pour organiser et ordonner un système hétérogène composé de deux 
matériaux, l’Al et  l e C uO, à l ’échelle na nométrique e t pa rvenir ainsi à  un c ontrôle de s 
performances énergétiques, est à ce jour encore très originale dans la thématique. 

En i ntroduction générale, nous  a vions i dentifié t rois e njeux pr incipaux s ur l e 
développement de cette biotechnologie pour la synthèse de matériaux énergétiques :

• Technologique, e n dé veloppant de s p rocédés de f onctionnalisation f iables e t 
reproductibles de  n anoparticules d ’Al e t C uO pr opres à une  ut ilisation 
technologique.

• Compréhension du m atériau, en dé veloppant l es out ils e t m éthodologies 
permettant de comprendre l es m écanismes de  greffage d es bi oéléments s ur l es 
particules inorganiques d’une part, puis les interactions régissant l’agrégation des 
particules d’autre part.

• Applicatif, en opt imisant l es de ux pr emiers p oints e n vue de d évelopper un 
matériau énergétique aux pe rformances contrôlées et  m odifiables, puis en
explorant les technologies de report de ces matériaux sur puce électronique.

Dans l e C hapitre 1,  nou s avons  pr ésenté et  d éfini l es na nothermites, une cl asse d e 
matériaux é nergétiques c omposites a lliant de ux é léments, un m étal e t un ox yde 
métallique. L’avancement de  l a r echerche s ur ces m atériaux au cours de s de rnières 
décennies a  m ontré q ue l a n anostructuration é tait une  voie pr ometteuse pour  
l’amélioration de s pe rformances é nergétiques. C ependant, de  nom breux ve rrous 
technologiques lié s à la ma nipulation et le  c ontrôle d es n ano-particules et  aux 
problématiques d’ interface de venant pr imordiales à cet te éch elle né cessitent l e 
développement de  nouve lles s olutions technologiques. A  c e t itre, l es na notechnologies 
ADN apparues et développées depuis plus de deux décennies apparaissent être le candidat 
idéal e n r éponse à c ette pr oblématique. C ependant, c es na notechnologies por tant 
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quasiment e xclusivement s ur l es m atériaux nobles ou pl asmoniques c omme l ’or, 
nécessitent un vr ai dé veloppement pour  s ’adapter a ux c onstituants de s m atériaux 
énergétiques de type thermite. Nous avons cependant pu identifier une stratégie générique 
de f onctionnalisation pu is d’ assemblage de  na noparticules d’ Al e t d e CuO, e n qua tre 
étapes :

1. Stabilisation des nanoparticules en solution aqueuse.

2. Greffage de  l ’intermédiaire pr otéinique, l a S treptavidine, en s urface de s 

nanoparticules.

3. Greffage de s br ins d’ ADN c omplémentaires f onctionnalisés pa r un g roupe 

biotine à une  de s de ux ex trémités s ur l a s urface de s n anoparticules p ar l a 

formation du complexe biotine-Streptavidine

4. Mélange des deux solutions colloïdales et agrégation des nanoparticules dirigée 

par l ’hybridation de s br ins d’ ADN c omplémentaires e n na nobiocomposite 

énergétique.

Avant de  d évelopper l es pr otocoles de  f onctionnalisation de s na noparticules, nous  
nous sommes intéressés dans le Chapitre 2 aux interactions physico-chimiques entre brins 
d’ADN et  surfaces ox ydées. Après avoi r identifié l es fortes affinités chimiques entre la  
base T hymine de  l ’ADN et  l a s urface d’ alumine à t ravers l ’exploration de nom breuses 
conditions e xpérimentales, c ette étude nous  a permis de  r épondre à  d eux que stions. 
D’abord, nous avons justifié par cette étude la stratégie de greffage de l’ADN identifiée 
dans l e C hapitre 1, ba sée s ur la r econnaissance biomoléculaire ent re l a biotine, groupe 
fonctionnel pr ésent s ur le br in d’ ADN, e t l a S treptavidine, pr éalablement g reffée à l a 
surface. Sans cette stratégie, la conservation de la spécificité de l’ADN peut être perdue à 
cause d’ un étalement du br in s ur l a s urface de  l a na noparticule. E nsuite, nous  a vons 
identifié une  s ource p otentielle d’ interactions non -spécifiques entre nanoparticules 
indésirables pour la mise en place de protocoles reproductibles.

Dans le Chapitre 3, nous avons présenté un protocole précis et répétable permettant la 
fonctionnalisation de nanoparticules d’Al ou de  CuO avec des brins d’ADN. Nous avons 
caractérisé pr écisément chaque étape de  l a f onctionnalisation, rappelées ci -dessus, e t 
avons m ontré l a pr éservation de  l a fonctionnalité de  l ’ADN après greffage. E nfin, l es 
densités de greffage de chaque espèce biologique ont pu être déterminées et optimisées.

Enfin, dans l e Chapitre 4, nous  avons démontré l ’influence de la  fonctionnalisation 
des br ins d’ ADN s ur l es c inétiques d’ agrégation de  na noparticules, l a s tructure et 
l’organisation des agrégats obtenus, et en conséquence sur les performances énergétiques 
des nanobiocomposites ainsi synthétisés. Aussi, nous avons établi l’impact de la densité 
globale du na nobiocomposite e t l ’intimité de s n anoparticules qui  l e c omposent s ur l es 
performances é nergétiques f inales. N ous avons montré l a pos sibilité de  c ontrôler l es 
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performances én ergétiques pa r l a s tratégie d’ agrégation choisie. P our f inir, l a 
fonctionnalisation des nanoparticules d’Al e t de  CuO par des br ins d’ADN a  permis de  
leur donne r une  réactivité c himique s pécifique qui  pe ut s ’avérer primordiale e t 
prometteuse pour leur intégration sur dispositifs micro-électroniques.

*
*
*

Nous pouvons identifier maintenant plusieurs pistes de t ravail pour faire suite à  ces 
travaux de  t hèse. D ’abord, l a c ompréhension t héorique i nitiée s ur l es m écanismes de  
greffage de  l ’ADN et l a dé termination des i nteractions ph ysico-chimiques pe ut être 
poursuivie e n pl usieurs poi nts. E n pr emier l ieu, i l s erait i ntéressant de  c omparer l es 
interactions de s di fférentes ba ses A DN avec l es s urfaces ox ydées de  type Al2O3, à 
l’image d es t ravaux r éalisés s ur l ’or, afin de m ieux dé terminer l a na ture du spacer à
utiliser. Il s erait i ntéressant da ns un  de uxième t emps de  t ransposer l a m éthodologie 
appliquée à l’alumine à l’autre surface oxydée d’intérêt : l’oxyde de cuivre, notamment.

D’autre p art, de  nom breuses pi stes pe uvent ê tre e xplorées pour  a méliorer 
l’organisation des nanoparticules dans les nanobiocomposites à court ou long terme, dont 
quelques-unes ont pu être abordées dans le manuscrit. Tout d’abord, il apparaît intéressant 
de pour suivre l es an alyses d e com position élémentaires p ar E DX et m icroscopie 
électronique, afin de  qu alifier e t qua ntifier l ’influence de  br ins d’ ADN opt imisés pa r 
rapport à  des br ins non -optimisés ou non -complémentaires s ur un e pl us l arge gamme 
d’échantillons, afin d’obtenir des tendances statistiquement pertinentes. Ensuite, i l serait 
intéressant de  pou rsuivre l es an alyses t hermiques de s as semblages r éalisés s ans A DN, 
afin de v alider l e ca ractère al éatoire de s pr opriétés éne rgétiques p ar r apport au 
nanobiocomposite auto-assemblé pa r ADN. L’exploration d’autres voi es d’écrantage de  
nanoparticules f onctionnalisées pe rmettant d’ initier l’ agrégation sont é galement à  
explorer, c omme l ’utilisation d’ autres s els pl us vol atils à  ba se de  carbonates, ou  
l’utilisation de sels pouvant participer à la combustion des nanobiocomposites.

Il app araît également pr imordial de  car actériser in-situ, i.e. en s olution a queuse, l a 
morphologie d es na nocomposites e t c omparer l eur or ganisation a u cours de  l eur 
formation. La technologie couplant microscopie électronique et c ryogénie peut ê tre une  
voie intéressante, en gelant la solution à un instant bien choisi de l’agrégation. De même, 
le suivi optique de l’agrégation des particules est également possible en même temps que 
l’étude par DLS.

Le d éveloppement de s t echnologies de  r eport d oit é galement ê tre pou rsuivi, et de  
nombreuses voies d’amélioration peuvent être explorées. En premier l ieu, la préparation 
de la surface d’intérêt par la fonctionnalisation de groupes chimiques, à base d’ADN ou 
non, est la première étape à l’établissement d’un nanobiocomposite organisé et fiable sur 
puce micro-électronique. E nsuite, il pe ut êt re né cessaire d e t ransposer l es pr océdés de  
fonctionnalisation da ns d’ autres s olvants pl us a daptés a ux pr océdés de  m icro-
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électronique : é thanol, éthylène glycol, i sopropanol… E n e ffet, de s pr océdés de  
solidification de  l iaisons A DN pa r encapsulation s ilanées ont  dé jà é té m is a u poi nt e t 
peuvent être adapté à notre cas d’étude.

Enfin, l a m aîtrise de  l a s ynthèse p ar voi e l iquide de s na noparticules d’ Al e t C uO 
permettrait une  a mélioration c onséquente s ur l ’élaboration de  s olutions c olloïdales de  
nanoparticules fonctionnalisées. En effet, elle pe rmettrait d’ une p art de  maîtriser e t de  
réduire la  ta ille des nanoparticules, et donc  de  limite r leur di sparité, identifiée dans ces 
travaux comme réelle di fficulté. D’autre part, i l pourrait être possible de fonctionnaliser 
directement les nanoparticules lors de leur formation. Cette perspective fait l’objet d’une 
thèse dé marrée en 2016 au LAAS en  col laboration avec l e Laboratoire de C himie de  
Coordination de Toulouse.

Après avoir exploré ces voies d’amélioration pour mieux maîtriser la cristallisation de 
l’assemblage organisé de nanoparticules, la com plexification du s ystème s era 
envisageable. Ainsi, ajouter une troisième ou une  quatrième nanoparticule ou a jouter des 
fonctions chimiques sur les brins d’ADN offre de réelles perspectives à plus long terme 
pour rendre le nanobiocomposite multifonctionnel et intelligent, c’est-à-dire adaptable à  
son environnement. Ce travail constitue donc les bases d’un vaste champ de recherche

.
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Annexe 1. Description des techniques expérimentales

Spectroscopie FTIR

La s pectroscopie F TIR pe rmet l ’analyse pr écise de  l a com position chimique d’ un 
matériau ou d’ une s urface pa r l ’étude de  s on a bsorbance du rayonnement I nfra-Rouge.
Typiquement, l ’absorbance du  m atériau es t analysée d ans l a gamme moyen IR ( 4 000 à  
400 cm-1), correspondant au domaine vibrationnel des atomes. Le principe de base repose sur 
l’existence d’ une f réquence s pécifique à l aquelle de s a tomes l iés pe uvent ef fectuer d es 
mouvements couplés, fréquence dépendant de la masse des atomes et  de la force de l iaison.
Chaque liaison possède un mode vibratoire propre, dépendant de la nature des atomes en jeu 
et de  l eur environnement pr oche ( nombre e t nature d es l iaisons, s ymétries du groupe 
d’atomes). Ainsi, en balayant l’échantillon à analyser dans une large gamme spectrale, il est 
possible de déterminer la signature IR du matériau et d’identifier les bandes d’absorbance des 
différents groupements moléculaires le composant.

Deux m éthodes pr incipales pe rmettent un e an alyse de  l ’énergie abs orbée pour  cha que 
longueur d’onde :

• Analyser l ’absorbance IR du matériau en faisant va rier s uccessivement l es 

longueurs d’ ondes d e lumières m onochromatiques. C’est l e p rincipe de  l a 

spectrométrie dispersive, utilisé pour la spectroscopie UV-visible.

• Envoyer s imultanément une  c ombinaison de  l umières m onochromatiques e t 

moduler c ette c ombinaison a u c ours du t emps. Les pe rtes en absorbance s ont 

collectées da ns un interférogramme pui s conve rties en spectre pa r or dinateur.

C’est le principe de la Transformée de Fourier.

L’analyse IR pa r T ransformée d e Fourier pe rmet une  m esure pl us r apide que  l ’analyse 
dispersive e n é tudiant s imultanément l ’absorbance de  l ’échantillon à  pl usieurs l ongueurs 
d’onde tout en améliorant la résolution spectrale. La lumière ut ilisée, di te à l arge bande car 
couvrant t out l e m oyen IR, t raverse un i nterféromètre de  M ichelson, c omposé de  de ux 
miroirs, un fixe et un mobile, permettant de moduler les fréquences traversant le matériau. Le 
dispositif expérimental est schématisé en Figure 131. En déplaçant le miroir mobile motorisé 
à différentes vitesses, il est possible de faire varier la combinaison de fréquences du faisceau 
traversant l’échantillon en bloquant certaines fréquences. Le signal obtenu se présente sous la 
forme d’un interférogramme, i,e, montrant l’intensité lumineuse en fonction de la position du 
miroir ( en cm), puis es t t raité pa r l a t ransformée de  Fourier en convertissant 
l’interférogramme en spectre, i,e, montrant l ’intensité l umineuse e n f onction du nom bre 
d’onde, exprimée en cm-1.
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Figure 131 : Schéma de principe de l’utilisation de l'interféromètre de Michelson dans le cas de l’analyse 
Infra-Rouge par Transformée de Fourier. Un rayon cohérent émis par une source lumineuse IR est divisé sur 
une séparatrice en deux faisceaux. Le premier faisceau est réfléchi par un miroir fixe sur la séparatrice tandis 
que l e d euxième es t r éfléchi s ur u n m iroir m obile, i mposant un r etard par  r apport au pr emier. Les d eux 
faisceaux s ont e nfin r ecombinés e n un f aisceau à c ombinaison de  l ongueur d’ onde v ariable t raversant 
l’échantillon. Le faisceau résultant est enfin dé tecté, collecté pour plusieurs positions du miroir mobile en un 
interférogramme, puis traité par transformée de Fourier.

Comme di t pr écédemment, le s pectre obt enu après ana lyse F TIR donne  les f réquences 
absorbées p ar l ’échantillon, c orrespondant aux l iaisons a tomiques pr ésentes d ans 
l’échantillon. L’intensité de  l ’absorbance à c haque f réquence absorbée es t di rectement 
corrélée à l a concentration de la l iaison chimique. Donc l ’analyse du spectre peut êt re aussi 
bien qualitative que  qu antitative. Pour s ’affranchir de  l a pol lution de s é chantillons e t de 
l’absorbance IR du s ubstrat, un pr emier s pectre de  l ’échantillon e st r éalisé a vant s a 
modification (spectre de référence), qui est soustrait aux spectres réalisés après modification 
de la surface. Le spectre résultant de la soustraction est le spectre analysé.

Enfin, i l existe de  nombreux montages expérimentaux FTIR permettant l ’analyse d’une 
large gamme d’échantillons, qu’ils soient surfaciques, particulaires, en solution ou sous forme 
de gel. Nous nous sommes focalisés dans cette étude sur deux montages expérimentaux :

• Par t ransmission : le f aisceau IR t raverse l e s ubstrat. Cette t echnique a ét é 

utilisée pour  dé terminer l es s pectres d ’absorbance de s s urfaces av ant et  apr ès 

réaction avec la dTMP.

• Par Réflectance Totale Atténuée (ATR) : le faisceau est r éfléchi au sein d’un 

cristal t ype di amant de  f açon perpendiculaire pui s es t ana lysé. Cette m éthode a  

été utilisée pour la mesure des spectres IR de la dTMP gélifiée commerciale.

Une description succincte des deux méthodes et de leur différence est proposée dans les 
deux sections suivantes.



Annexes

225

Spectroscopie FTIR par transmission

En traversant l ’échantillon, une p artie d e l ’intensité du faisceau IR es t absorbée. A s a 
sortie, le faisceau modifié est collecté et son intensité mesurée. En considérant I0 l’intensité du
faisceau à l’entrée de l’échantillon, et I l’intensité en sortie, on définit la transmission T, ou 
transmittance, par le rapport :

𝑆 =  𝐼 𝐼0� (A.1)

Usuellement, on dé finit l ’absorbance A du m atériau par rapport à  la t ransmittance de la 
façon suivante :

𝐴 = log�𝐼0 𝐼� � (A.2)

Après conversion du s ignal de l’intensité lumineuse en fonction de la position du m iroir 
par t ransformée de  F ourier, on dé finit l e s pectre s oit e n t ransmittance, s oit e n a bsorbance,
Dans la suite du chapitre, on étudiera les spectres en absorbance.

Dans not re cas, l es s pectres IR de s films m inces e n t ransmission s ont ob tenus a vec un  
angle de  70 ° e ntre l’échantillon e t l e f aisceau l umineux, e t une  r ésolution de  4 c m-1 en 
utilisant l e s pectromètre T hermo N icolet 6700  F TIR é quipé d’ un dé tecteur DTGS, Les 
mesures s ont r éalisées da ns une  boî te à  g ant s ous a tmosphère ne utre ( N2 avec un e 
concentration en O 2 et H 20 c ontrôlée e t i nférieure à 0,1 ppm). Les s pectres d ’absorbance 
réalisés dans le moyen IR (4 000 - 399 cm-1) sont calculés par différence de trois spectres de 
500 scans des échantillons modifiés avec t rois spectres de 500 s cans des échantillons avant 
modification. Les neuf spectres obtenus sont finalement moyennés.

Spectroscopie FTIR par ATR

L’ATR repose sur le principe de la réflectance totale d’un faisceau lumineux à la surface 
de l’échantillon ou à l’interface entre deux milieux (solide-liquide par exemple). L’échantillon 
est déposé sur un cristal à haut indice de réfraction (le diamant par exemple), transparent aux 
IR. Un r ayon i ncident t raverse l e cristal pui s e st r éfléchi à l ’interface entre l e cristal et  
l’échantillon, possédant généralement un indice de réfraction inférieur. Or, une onde issue du 
faisceau IR pénètre sur quelques µm l’échantillon, c’est le phénomène de réflectance optique.
Une pa rtie d e l ’intensité de  c ette onde , appelée onde  évanescente, est abs orbée pa r l e 
matériau. C’est donc  l a r éflectance t otale at ténuée qui  es t an alysée ap rès r éflexion sur l e 
cristal. Afin d’augmenter la qualité du signal, le faisceau est réfléchi plusieurs fois au sein du 
cristal. Le schéma de principe est présenté en Figure 132.
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Figure 132 : Schéma de principe de la Réflectance Totale Atténuée (ATR).

La réflectance R du  matériau se définit par le rapport ent re I0, l ’intensité réfléchie d’un 
matériau non-absorbant, et IR l’intensité réfléchie du matériau étudié :

𝑅 =  𝐼𝑅 𝐼0� (A.3)

Spectroscopie XPS

La s pectroscopie X PS e st une  m éthode d’ analyse s urfacique pe rmettant d’ obtenir l a 
composition chimique d’un matériau sur une profondeur d’une dizaine de nanomètres. Tous 
les éléments sont détectables par cette technique, à l’exception de l’hydrogène et de l’hélium.
Elle repose sur l’émission de photoélectrons des éléments de surface après radiation par une 
source de  rayons X . Les phot ons pr oduits pa r l a s ource d e r ayons X p ossèdent a lors une  
énergie s uffisante pour  a rracher l es é lectrons de c œur, pa r effet phot oélectronique. Ces 
électrons, appelés photoélectrons, passent alors dans le vide avec une énergie cinétique Ec. Ils 
sont col lectés par un analyseur et  classés suivant leur énergie cinétique. On peut déterminer 
leur énergie de liaison EB par la relation de conservation d’énergie :

𝐸𝐵 = ℎ. 𝜈 − 𝐸𝐶 (A.4)

Avec h la constante de Planck (6,626 x 10-34 J.s), ν la fréquence de radiation (en s-1) et h.ν
l’énergie du phot on i ncident, EB l’énergie de  l iaison de  l ’électron a vant i onisation e t E C

l’énergie cinétique de l’électron dans le vide, en eV.

D’un point de vue pratique, l’équipement XPS est constitué de trois parties majeures : la 
source d e r ayons X , l ’échantillon, e t l ’analyseur dé terminant l es énergies d es électrons 
collectés, couplé à un système de détection et de comptage. Leur disposition est schématisée 
en Figure 133.

Les rayons X  s ont pr oduits pa r une  s ource m onochromatique, qui  e st c onstituée d’ une 
anode recouverte d’un élément comme l’Al i rradié par un  faisceau d’électrons de  très haute 
énergie. La surface est ensuite ionisée, et l es él ectrons émis sont col lectés par un analyseur 
hémisphérique filtrant l ’énergie de s é lectrons de  f açon à  dé terminer l eur é nergie cinétique.
Après tr i, les é lectrons sont c omptés e t le  s pectre e st obt enu par tr aitement inf ormatique, 
montrant l’ intensité é lectronique e n f onction de l’ énergie de  lia ison. Ainsi, de s pi cs 
apparaissent au niveau de s én ergies de  l iaison des at omes dé tectés. Typiquement, une  
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première expérience consiste à ba layer la gamme d’énergie de la source (1 486,6 eV pour la 
raie K α de l ’Al) af in de dé terminer l ’ensemble des él éments. Une ana lyse pl us pr écise es t 
effectuée dans un second temps élément par élément. La mesure se fait sous ultra-vide (10-9 à
10-10 mbar).

Figure 133 : Schéma de principe de la Spectroscopie Photoélectronique par rayon X (XPS).

Cette m éthode p ermet une  d étermination de s é léments atomiques, l eur p roportion 
respective par intégration des pics, et la nature de leur liaison ou de gré d’oxydation pouvant 
induire des décalages de pics à cause de variations d’énergies des électrons de cœur d’atomes 
engagés dans des liaisons.

Analyse DSC

Sous l’effet de la chaleur, les matériaux changent et se transforment. Ces transformations 
de phase peuvent nécessiter de l’énergie extérieure ou dégager de l’énergie dans le système. 
Ces phénomènes sont alors de nature endothermique ou e xothermique. Typiquement, lors de 
la combustion d’une nanothermite, l’oxydation de l’Al est de nature exothermique, tandis que 
la fusion de l’Al est endothermique. La DSC permet de mesurer ces transformations de phase. 

Deux échantillons sont placés dans une même enceinte : un échantillon est vide et ne subit
pas de transformation de phase, il sert de référence, tandis que l’autre contient l’échantillon à 
analyser. L’appareil m esure ens uite l a pui ssance él ectrique ( en Watts) né cessaire p our 
maintenir une t empérature identique pour  l ’échantillon et l a référence. Seule l ’analyse DSC 
permet une évaluation quantitative des chaleurs de réaction, ou enthalpies, par la mesure de 
différence d ’énergie. Cette t echnique s e di fférencie de  l ’Analyse T hermique D ifférentielle, 
qui m esure un e di fférence d e t empérature ent re d eux écha ntillons d ans de s e nceintes 
distinctes.
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Annexe 2 . Assignation du s pectre IR de  la dT MP pa r 
DFT

Tableau 20 : Assignation des bandes d’absorption de la dTMP mesurées par ATR et calculées par DFT sur 
la m olécule is olée. La num érotation de s at omes s uit c elle de  l a Figure 28. Les p arties T hymine, S ucre et  
Phosphate sont notées T, S et P respectivement. Les modes de vibration sont notés st, (stretching), tw, (twisting), 
ro, ( rocking), w a ( wagging), b, ( bending), s c, ( scissoring), um , ( umbrella), s y, ( symmetric), as  ( asymmetric).
Enfin, les intensités sont notées vs pour très intense, s intense, m moyenne, w faible, vw très faible.

Fréquences IR Intensité Fréquences 
calculées

Intensités 
calculées Assignation aux modes vibrationnels

1682 vs 1691 vs T: C2=O2 st,, NH b,

1662
vs 1662 vs T: C4=O4 st,, NH b,

1643 w T: C5=C6 st,,
CH b,

1478, 1438 m 1446-1417 w T: CH3 sc,
S: CH b,, CH2 sc,

1369 vw 1273-1389 vw T: NH b,, CH b,, CH3 um,
S: OH b,, CH b,, CH2 ro,

1274,5 m 1257 ms T: N1-C6 st,, CH b,, NH b,
S: CH b,, OH b,, CH2 ro,

1201 vw 1167-1218 mw T: C2-N3 st,, C5-CH3 st,, CH b,
S: OH b,, CH b, CH2 tw,

1060
(1020-1160) vs

1099, 1120 vs P: P-O as, st,
S: CH tw,

1109 ms
T: N1-C2 st,, C2-N3 st,

TS: N1-C1' st,
S: C1'-C2' st,, CH2 tw,

1087 m
T: N1-C2, C2-N3 st,

TS: N1-C5' st,
S: C3'-C4' st,, C4'-C5' st,, CH2 tw,

1053 m

T: N1-C2, C2-N3 st,
TS: N1-C1' st,

S: C3'-C4' st,, C4'-C5' st,, CH2 tw,
S, P: C5'-O st,

1041 s S: C1'-C2' st,, C2'-C3' st,, CH2 tw,
S, P: C5'-O st,

1022 s S: C-C st,

971 (920-990)

1001 m T: CH3 wa,
969 m S: C2'-C3' st,

955 s T: CH3 ro,
S: C4'-O st,

928 s P-O-Al sy, st,
919 w S: C4'-O st,, C1'-O st,

740-856

896 w S: CH2 tw,, CH tw,
889 w T: CH out of plane b,
851 w S: CH2 wa,

766 w T: in plane ring deformation
S: ring deformation

762 m T: out of plane ring deformation

730 w T: out of plane ring deformation
S: ring deformation
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Annexe 3 . Configuration de  l a dT MP sur  s urface Al2O3

dans les calculs DFT 

Configuration 1 
Mode d’adsorption : Couché avec groupe P relevé

Thermodynamique : 3 molécules d’eau désorbées

Interactions covalentes et électrostatiques :
* T : 2 C-O-Al + transfert de H du NH

* S : -Al-OH-C

* P : Liaison hydrogène entre (-OH) et P=O 

Configuration 2
Mode d’adsorption : Couché

Thermodynamique : 4 molécules d’eau désorbées

Interactions covalentes et électrostatiques :
* P : P=O devient P-O-Al

H venant de P-OH forme liaison H entre –H et le nouveau –P=O 
* T : 2 C-O-Al + transfert de H du NH

* S : Al ---OH-C
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Configuration 3
Mode d’adsorption : Couché avec les C=O de T relevées

Thermodynamique : 4 molécules d’eau désorbées

Interactions covalentes et électrostatiques :
* P : P-OH forme P-OH-Al + P-OH forme P-O-Al + avec transfert d’H entre les 2

* S : Al ---OH-C + O – Al 

* T : Pas d’interaction à cause d’une forte répulsion

Configuration 4
Mode d’adsorption : Debout avec T relevée

Thermodynamique : 3 molécules d’eau désorbées

Interactions covalentes et électrostatiques :
* P : 2 x P-OH forment 2 x P-O-Al + avec transfert d’H + P=O forme P-O-Al 

* S : Al ---OH
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Configuration 5
Mode d’adsorption : Couché

Thermodynamique : 3 molécules d’eau désorbées

Interactions covalentes et électrostatiques :
* P : P-OH forme P-O-Al + transfert d’H+ 2 liaisons H entre P-OH et 2(-OH)

* T : 2 C-O-Al 

Configuration 6
Mode d’adsorption : Debout avec T relevée

Thermodynamique : 2 molécules d’eau désorbées

Interactions covalentes et électrostatiques :
* P : P=O forme P-O-Al + transfert d’H de P-OH en liaison H entre –H et–P=O 

* S : Al --- OH
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Configuration 7
Mode d’adsorption : Debout 

Thermodynamique : 2 molécules d’eau désorbées

Interactions covalentes et électrostatiques :
* P : P=O forme P-O-Al + P-OH forme -O-Al + H transfer + P-OH forme P-O ---H-

de la surface 

* S : Liaison H entre –OH et (-OH)de la surface

Configuration 8
Mode d’adsorption : Couché 

Thermodynamique : 2 molécules d’eau désorbées

Interactions covalentes et électrostatiques :
* P : P=O forme P-O-Al + Liaison H entre P-OH et –(OH) de la surface

* T : C-O-Al 
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Configuration 9
Mode d’adsorption : Debout avec P relevé 

Thermodynamique : 2 molécules d’eau désorbées

Interactions covalentes et électrostatiques :
* T : 2 x C-O-Al + transfert d’H de NH 

Configuration 10
Mode d’adsorption : Couché 

Thermodynamique : 3 molécules d’eau désorbées

Interactions covalentes et électrostatiques:
* P : P-OH forme P-O-Al + avec transfert d’H + Liaison H entre P-OH et –(OH) de 

la surface

* T : C-O-Al 

* S : O-Al 
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Annexe 4 . Energies correspondants au x 10 
configurations de la dissociation de la dTMP sur Al2O3

Tableau 21 : Calcul de s énergies de  di ssociation de  l a dT MP s ur s urface d’ Al2O3 pour l es 10 
configurations présentées en Annexe 3.

  

Position / 
Interacting 
species

Observations (adsorption mode, bonding nature) Ads, E (eV)

1 / T, S
Lying flat: P up, 3 desorbed molecular water
* T: 2 C-O-Al + H transfer from NH
* S: -Al-OH-C
* P: Hydrogen Bond between (-OH)surf and P=O

-0,95

2 / P, T, S

Lying flat, 4 desorbed molecular water
* P: P=O P-O-Al
+ H transfer from P-OH forming H bond btw –H and new –P=O
* T: 2 C-O-Al + H transfer from NH
* S: Al ---OH-C

-1,59

3 / P, S

Lying flat – T: C=O bonds up, 4 desorbed molecular water
* P: P-OHP-OH-Al + P-OH  P-O-Al + H transfer
* S: Al ---OH-C + O – Al 
* T: High repulsive area – no interacting species
dTMP deformation: T-S-P angle: 80°

1,24

4 / P, S
Standing: T up, 3 desorbed molecular water
* P: 2 x P-OH 2 x P-O-Al + H transfer + P=O  P-O-Al
* S: Al ---OH

0,13

5 / P, T
Lying flat, 3 desorbed molecular water
* P: P-OH P-O-Al + H transfer 
+ 2 H bond between P-OH and 2(-OH) surf
* T: 2 C-O-Al

-1,35

6 / P, S

Standing: T up, 2 desorbed molecular water
* P: P=O  P-O-Al + H transfer from P-OH forming H bond btw –H and 
new –P=O
* S: Al --- OH

-1,64

7 / P

Standing – no fragment up, 2 desorbed molecular water
* P: P=O  P-O-Al + P-OH-O-Al + H transfer
+ P-OH P-O ---H-surface 
* S: H bond btw –OH and (-OH)surf

-1,15

8 / P, T
Lying flat, 2 desorbed molecular water
* P: P=O  P-O-Al + H bond between P-OH and –(OH)surf
* T: C-O-Al

-2,01

9 / T Standing: P up, 2 desorbed molecular water
* T: 2 x C-O-Al + H transfer from NH -1,11

10 / P, T, S
Lying flat, 3 desorbed molecular water
* P-OH P-O-Al + H transfer + H bond between P-OH and –(OH)surf
* T: C-O-Al
* S: O-Al

-1,63
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Annexe 5 . Pollution de  l a sur face d’Al2O3 lors du dé pôt
d’ALD

Afin de com prendre l ’origine de  l a cont amination l iée aux  dé pôts ALD r éalisés, 
plusieurs analyses XPS ont été réalisées sur substrat SiO2 après un séjour de 30 min dans la 
chambre de  dé pôt A LD, et  apr ès t raitement de  ne ttoyage dé crit da ns l a s ection 4.2. du
Chapitre 2 . Les résultats X PS s ont p résentés en Figure 134. On p eut obs erver un e 
augmentation de 60 % du taux de carbone après le séjour dans la chambre, surtout dans la 
zone 284-288 eV qui correspond à la principale contribution du c arbone observé à l’XPS 
avant dé pôt d e dT MP s ur l es s urfaces d’ Al2O3. La m ême obs ervation est f aite après l e 
nettoyage de la surface : une augmentation de 30 % du c arbone est observée dans la zone 
284-288 e V. Ces expériences conf irment l ’origine de  l a pol lution des s urfaces p ar d es 
hydrocarbures notée dans les analyses XPS.

Figure 134 : Spectres X PS de  l ’élément C  s ur s ubstrat de  Si O2 avant ( ligne poi ntillée) e t apr ès ( ligne 
continue) un séjour de 30 min dans la chambre ALD (spectre de gauche) et après nettoyage de la surface par le 
protocole décrit en section 4.2. du Chapitre 2.
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Annexe 6. Caractérisation de la taille des nanoparticules 
et de leur potentiel Zeta

Diamètre hydrodynamique

L’appareil Zetasizer N ano ZS ( Malvern Instruments) pe rmet de  m esurer l e di amètre 
hydrodynamique de s n anoparticules di spersées e n s olution, dé terminé pa r Diffusion 
Dynamique de  l a Lumière, not é D LA pour Dynamic L ight Sc attering. La t echnique D LS 
consiste à étudier la diffusion d’un faisceau laser (He-Ne de longueur d’onde 632,8 nm) par 
les particules à l’aide d’un détecteur placé à 173° de l’émetteur. Le logiciel détermine à partir 
de l a di ffraction du l aser une  v aleur correspondant a u diamètre d ’une p articule s phérique 
possédant le même coefficient de diffusion en solution que la particule analysée. En solution, 
dans un s olvant de  t ype polaire, l a surface d es particules s e ch arge à  c ause de  l ’adsorption 
d’ions. Par ex emple, en  s olution aqueuse, la m olécule H 2O pe ut s e di ssocier et  p erdre un 
proton qui  s ’adsorbe s ur l ’oxygène de  l ’oxyde de  c uivre ou d’ aluminium, f ortement 
électronégatif, La concentration de protons H+ à la surface entraîne une différence de potentiel 
entre la surface et la solution, qui diminue de façon exponentielle en s’éloignant de la surface.
Cette différence de potentiel est décrite par le modèle de Gouy-Chapman-Stern établi au début 
du XXème siècle (Masliyah and Bhattacharjee, 2006), et définissant deux couches, la couche 
compacte, dite « de Stern », et la couche diffuse, dite « de Gouy-Chapman » (cf. Figure 135).
La Figure 135, schéma adapté de s t ravaux de  Masliyah et al , (Masliyah and Bhattacharjee, 
2006), m ontre l a dé croissance e xponentielle du pot entiel e n f onction d e l a distance de  l a 
surface de la particule.

Figure 135 : Sc héma r eprésentant l e m odèle de  double c ouche de G ouy-Chapman-Stern (Masliyah and  
Bhattacharjee, 2006) présente à la surface de particules solvatées.
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La couche la plus proche de la surface correspond à la couche de Stern, où le potentiel est 
le plus élevé. La deuxième couche correspond à la couche diffuse où l’on observe le potentiel 
de c isaillement, plus f aible, où est mesuré le  pot entiel Z êta. Ainsi, le di amètre 
hydrodynamique d’ une particule m esuré pa r D LS c orrespond a u di amètre d’ une s phère qui  
aurait le  mê me c omportement de  di ffusion que la  pa rticule. Il pr end donc  e n c ompte l e 
diamètre de la particule, et l’épaisseur de la double couche de solvatation. Le schéma présenté 
en Figure 136 illustre l’épaisseur du diamètre hydrodynamique moyen tenant compte de cette 
double couche. Ainsi, le diamètre hydrodynamique moyen dépend de nombreux paramètres, 
tels que le pH, la concentration en ions, la température et évidemment les espèces chimiques 
greffées sur l a pa rticule, qui  i nfluent sur l a t aille de  l a p articule et l ’épaisseur de  l a doub le 
couche.

Figure 136 : Schéma représentant le diamètre hydrodynamique d’une particule en solution.

Mesure du potentiel Zêta en surface des nanoparticules

Commençons t out d’ abord pa r dé finir l es t ermes ut ilisés pa r l a s uite q ui dé crivent l e 
comportement de particules en solution polaire. Ces termes sont issus des travaux de Robert 
Hunter (Hunter, 2013).

Electrophorèse : mise en mouvement de particules solides ou liquides dans un liquide ou 
un gaz sous effet d’un champ électrique. Si ce champ est connu, il est possible de connaître le 
potentiel de surface. La vitesse de déplacement des particules dépend alors du potentiel Zêta, 
du champ électrique, de la viscosité du milieu et de la taille de la particule.

Electro-osmose : mise e n m ouvement d’ un l iquide a utour d’ un s olide i mmobile ( un 
solide poreux ou un c apillaire par exemple) sous effet d’un champ électrique. Ce champ va 
mettre e n m ouvement l es i ons e n s olution, qu i vont tir er le  liqui de e t l e f aire bou ger. La 
mesure de la vélocité du liquide donne une information sur la charge de surface et le potentiel 
électrique proche de la surface.
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Potentiel d e cisaillement : Lorsque l e l iquide e st m is s ous pr ession à  t ravers u n
capillaire, il y a création d’un potentiel p roche de l a p aroi dû à l ’accumulation de cha rges 
amenées par le liquide qui s’oppose à la mise en mouvement du liquide.

Potentiel de sédimentation : Lorsque les particules chargées se mettent en mouvement 
de sédimentation sous l’effet de la gravitation ou de la centrifugation, elles créent un potentiel 
de sédimentation. Un mouvement d’ions s’organise autour des particules.

La mesure du potentiel Zêta se base sur l’effet Doppler et est mesuré à l ’aide d’un laser 
He-Ne de  l ongueur d’ onde 632 ,8 nm , i dentique à  c elui ut ilisé pour  l a dé termination du 
diamètre hydrodynamique. Ce potentiel Zêta correspond à la zone du potentiel de cisaillement 
après la couche de Stern (voir Figure 135). Il contribue à la stabilité de la solution colloïdale 
grâce à l a r épulsion électrostatique, au même t itre que  l e g reffage de  pol ymère ou, comme 
dans notre cas, d’oligonucléotides s tabilise les colloïdes grâce à la répulsion s térique. Il est, 
comme le diamètre hydrodynamique, très dépendant du pH, de la concentration en ions, et de 
la t empérature. La t héorie ét ablie da ns l es années 40 par D erjaguin, Verway, Landau et 
Overbeek, dite D VLO, décrit la  s tabilité d’ une solution colloïdale c omme la  s omme de  la  
répulsion é lectrique de  l a doubl e cou che d e l a p articule (Stern et  i onique) et  l ’attraction de 
Van der Waals.

La loi de Henry est la loi utilisée pour relier le potentiel Zêta ζ à la mobilité de la particule 
μ. Elle s’écrit de la façon suivante :

𝜁 =
3 × 𝜇 × 𝜂

2 × 𝜀 × 𝑓(𝜅𝛼)
(A.5)

avec ζ le potentiel Zêta, f(κα) la fonction de Henry où κ est le paramètre de Debye et α le 
rayon de la particule, ε constante diélectrique du milieu, μ la mobilité électrophorétique et η la 
viscosité dynamique du milieu.

Deux approximations permettent alors de de déterminer la valeur de la fonction de Henry.
La première approximation, dite de Smoluchowski, considère que la concentration en ions est 
si é levée que  l a doubl e couche de  s olvatation e st c omprimée. Dans ce cas, la f onction de 
Henry vaut 1,5. Au contraire, si l’on considère la double couche comme non nulle, la fonction 
de Henry vaut 1. Dans notre cas, i.e. pour les milieux salins et solvants polaires, l’hypothèse 
de S moluchowski e st l ’hypothèse a ppliquée. Dans ce c as, la l oi de  H enry est s implifiée e t 
s’écrit :

𝜁 =
𝜇 × 𝜂
𝜀

(A.6)

avec ζ le potentiel Zêta, ε constante diélectrique du milieu, μ la mobilité électrophorétique 
et η la viscosité dynamique du milieu.
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Sous l’effet d’un champ électrique, les nanoparticules se mettent en mouvement qui induit 
une diffusion de la lumière avec un décalage en fréquence par rapport à la lumière incidente, à 
cause de  l ’effet D oppler : c' est-à-dire un e f réquence pl us él evée à l ’avant de  l a pa rticule et  
moins élevée à l ’arrière. La Figure 137 illustre le phénomène Doppler. Ainsi, en divisant le 
faisceau incident en deux f aisceaux ( un faisceau référence ne  t raversant pa s l ’échantillon, 
l’autre t raversant l ’échantillon), l’appareil recombine les faisceaux et  compare leur décalage 
en fréquence et en phase.

Figure 137 : Schéma présentant la diffusion de la lumière pour une particule f ixe, se comportant comme 
une s ource ponc tuelle (particule de  gauche) e t une  particule e n m ouvement qui  di ffuse l a l umière avec ef fet 
Doppler.

Il est nécessaire de dissocier les deux phénomènes induits par l’application d’un potentiel 
sur l e l iquide, i.e. le mouvement de s pa rticules ( électrophorèse) et  du liquide ( électro-
osmose), afin de déterminer le potentiel Zêta. Ainsi, une inversion rapide du potentiel permet 
de limiter la polarisation des électrodes, et également de rendre l’électro-osmose négligeable 
devant l ’électrophorèse, tandis qu’ une i nversion lente i nduit né cessaire u ne pa rt i mportante 
d’électrophorèse, Une c ombinaison de  c es de ux m odes de  pol arisation permet d’ obtenir u n 
résultat précis du potentiel et est utilisée par l’appareil.
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Annexe 7. Plan d’expériences de CuO et d’Al

Tableau 22 : Définition des limites du pl an d’expérience de Doelhert à partir desquelles sont définies les 
sept expériences variant durée de  sonication e t masse de  nanopoudre soniquée pour  l es solutions colloïdales 
d’Al et de CuO. 

Limites du 
plan pour 

CuO

Durée 
(min)

Masse (mg)
Limites du 
plan pour 

Al
Durée (min) Masse (mg)

min 1 0 min 1 0
max 20 20 max 20 40

Durée 
(min)

Masse (mg)
Diamètre 

moyen 
expérimental

Durée 
(min)

Masse (mg)
Diamètre 

moyen 
expérimental

Expérience 1 10,5 10 181,9 10,5 10 154,9

Expérience 2 20 10 195,1 20 10 188,3

Expérience 3 15,25 18,66 196,4 15,25 18,66 144,7

Expérience 4 5,75 18,66 185 5,75 18,66 150,3

Expérience 5 1 10 191,8 1 10 159,2

Expérience 6 5,75 1,34 203,3 5,75 1,34 159,1

Expérience 7 15,25 1,34 208,4 15,25 1,34 156,3

Ce plan d’expérience permet d’étudier l’impact de la durée de sonication et la masse de 
nanopoudre commerciale soniquée sur le diamètre hydrodynamique des particules dispersées 
en s olution c olloïdale. Dans l e Tableau 22 sont donné s l es pa ramètres de s onication e t les 
diamètres hydrodynamiques des solutions colloïdales correspondantes obtenus. A partir de ces 
résultats, un m odèle est calculé dont la représentation graphique est donnée en section 2.1.1. 
et 3.1.1. du Chapitre 3.
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Annexe 8. Diamètres hydrodynamiques et potentiels Zeta
de solutions colloïdales d’Al-Strep et CuO-Strep

Tableau 23 : Diamètres hydrodynamiques et potentiels Zeta de solutions colloïdales de nnaoparticules d’Al 
et de CuO sans fonctionnalisation, avec Streptavidine et avec ADN dans un solvant composé de PB 10 m M et 
Tween 0,05 %vol.

Al CuO

Sans fonctionnalisation 224 -49,9 187 -46,4

Avec Streptavidine 240 -61,0 230 -60,9

Avec ADN 250 -56,3 240 -57,7

La m odification i mportante de s pot entiels Z eta du Tableau 23 démontrent l e g reffage 
effectif des molécules biologiques, après greffage de  la S treptavidine e t de  l ’ADN, avec un  
gain respectif de -10 et -6,5 mV pour les nanoparticules d’Al, et de -14,5 et 11,3 mV pour les 
nanoparticules de CuO.
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Annexe 9. Calcul du nombre de nanoparticules d’Al

Sachant que la quantité de matière d’Al dans la nanoparticule s’écrit comme la somme de 
la qua ntité de  m atière d ’Al da ns l a s phère d’ Al 𝑛𝐴𝐴0  et la  qua ntité de  ma tière d’ Al da ns la  
coque d’Al2O3 𝑛𝐴𝐴1  (voir Figure 53 pour la structure cœur-coquille de la particule d’Al) :

𝑛𝐴𝐴 = 𝑛𝐴𝐴0 + 𝑛𝐴𝐴1 (A.6)

La relation peut alors s’écrire sous cette forme :

𝑛𝐴𝐴 =
𝑚𝐴𝐴

𝑀𝐴𝐴
+ 2 ∗

𝑚𝐴𝐴2𝑂3

𝑀𝐴𝐴2𝑂3
(A.7)

En utilisant le rapport massique WAl, on peut exprimer la quantité de matière Al présente 
dans une nanoparticule de la façon suivante :

𝑛𝐴𝐴 =
𝑊𝐴𝐴 ∗ 𝑚𝑁𝑁

𝑀𝐴𝐴
+ 2 ∗

(1 −𝑊𝐴𝐴) ∗ 𝑚𝑁𝑁

𝑀𝐴𝐴2𝑂3
(A.8)

On obt ient donc  l e no mbre NAl de na noparticules e n s olution e n f onction de  l a 
concentration massique en Al déterminée par AAS par la relation suivante :

𝑁𝐴𝐴 =
[𝐴𝐴]𝑆 ∗ 𝑉𝑠𝑠𝐴
𝑀𝐴𝐴 ∗ 𝑛𝐴𝐴

(A.9)

Soit :

𝑁𝐴𝐴 =
[𝐴𝐴]𝑆 ∗ 𝑉𝑠𝑠𝐴

𝑚𝑁𝑁 ∗ �𝑊𝐴𝐴 + 2 ∗ (1 −𝑊𝐴𝐴) ∗
𝑀𝐴𝐴

𝑀𝐴𝐴2𝑂3
� �

(A.10)
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Annexe 10. L iste de s sé quences o ptimisées pa r 
algorithme

Tableau 24 : Liste de séquences optimisées de longueur de 4 à 31 bases obtenues après tri des séquences en 
fonction de leur température de fusion. Ces séquences prennent en compte un spacer constitué de 7 bases T. La
température de  f usion est ca lculée en f ixant l a c oncentration e n N aCl à 1 m M e t 1 M  respectivement (John 
SantaLucia and Hicks, 2004)

Nombre 

de bases

Séquence Température de 

fusion (°C)
4 GCGA 1
5 CCG CA 28
6 CCG CAC 42
7 ACC GCA G 52
8 ACG CAG GA 58

9* ACA GCC GAT 64
10 CCG TGG GCG A 75
11 AGC GGG TGC CT 79
12 AGC GGG TGC CTT 82
13 ACG GCA CCT CGC T 83
14 ACG GCA CCT CGC TT 85
15 AGC GGG TGC CTT GGA 86
16 ACC TTG GCT CCC GCA T 87
17 ACG ACA CCT TGC GGG CT 88
18 ACC CTG TGC TTC CGC CAA 89
19 ACC CTG TGC TTC CGC CAA C 89
20 AGG CGG TTG CTC TGG GAC AC 90
21 ACC CTG TGC TTC CGC CAA CGA 91
22 ACC CTG TGC TTC CGC CAA CGA G 92
23 ACC ACA GCG TCT CCT TGC CCG AA 92
24 ACC ACA GCG TCT CCT TGC CCG AAC 92
25 ACC ACA GCG TCT CCT TGC CCG AAC T 92
26 GAT AGG GAC TTC GTG TAA TGC TGG CG 85
27 CCT AAT GTA TCG CAG AGT TGA CGG GCT 87
28 GGT AAT CTA TGC GAC ACT TCA GCC CGT T 87
29 ACA ACG ACC ATC ACT CCC GCA GCC TTC TA 93
30 ACA ACC CGT CAC TAT GGA GCA GGC GAA GAT 92
31 ACA ACC ACG ACT CCC TAT GCC GCT GAA GAT T 91



Annexes

244

Annexe 11. Régression non-linéaire par loi puissance des 
cinétiques d’agrégation

Figure 138 : Evolution du di amètre hydrodynamique moyen des agrégats Al-CuO au c ours du t emps, en 
fonction de  l a c oncentration e n N aCl, pour  l es br ins d’ ADN non -optimisés (graphe de  gauc he) e t opt imisés 
(graphe de droite), et régression non-linéaire par une loi puissance représentée en ligne pointillée.

Figure 139 : Evolution du d iamètre hydrodynamique moyen des agrégats Al-CuO au c ours du t emps, en 
fonction de la concentration en NaCl, pour des nanoparticules non-fonctionnalisées, et régression non-linéaire 
par une loi puissance représentée en ligne pointillée.
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Annexe 1 2. Do nnées n umériques so ulignant l a st abilité 
thermique des agrégats 

Tableau 25 : V aleurs num ériques aut our de  l a F igure 11 1 du m anuscrit, s oulignant l a bon ne s tabilité 
thermique des agrégats.

ADN Température 
de Chauffage

Numéro de 
cycle

Diamètre hydrodynamique 
moyen (nm) 

Variation du diamètre 
hydrodynamique moyen entre 
avant et après chauffage (nm)

B
rin

s d
’A

N
D

 o
pt

im
is

és
(s

s-
O

pt
) 50 °C 1 760 ± 100 255

50 °C 2 830 ± 110 230

50 °C 3 890 ± 70 540

70 °C 1 670 ± 55 470

70 °C 2 460 ± 35 755

70 °C 3 345 ± 35 835

ADN Température 
de Chauffage

Numéro de 
cycle

Diamètre hydrodynamique 
moyen (nm) 

Variation du diamètre 
hydrodynamique moyen entre 
avant et après chauffage (nm)

B
rin

s d
’A

D
N

 n
on

-o
pt

im
is

és
 (s

s-
Li

t) 50 °C 1 750 ± 125 360

50 °C 2 700 ± 130 705

50 °C 3 470 ± 130 800

70 °C 1 690 ± 50 325

70 °C 2 630 ± 230 645

70 °C 3 530 ± 70 975
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Annexe 13. Analyse qua ntitative de  l a composition de s 
agrégats Al-CuO suivant le mode d’agrégation

Figure 140 : Composition élémentaire en Al, Cu, O et Cl des nanocomposites avec ou sans ADN (x50 000 / 
x100 000 / x150 000),

La pr ésence de  C l da ns l es na nocomposites s ans A DN est conf irmée pa r l ’analyse 
quantitative, avec 12 ±7 % contre 1,0 ± 0,3 % lorsque le nanocomposite est réalisé avec ADN,
La quantité de Cu semble par contre équivalente dans les deux cas, avec 22 ± 9 % et 19 ± 8 % 
sans ou avec ADN, respectivement, Encore une fois, la quantité d’O est difficile à commenter 
à cause de sa présence dans la couche d’alumine et l’oxyde de cuivre, Enfin, on remarque une 
différence m ajeure s ur l a pr oportion d’ Al da ns les de ux c omposites : a lors qu’ on dé tecte 
26 ± 8 % d’Al dans l’échantillon sans ADN, l’échantillon avec ADN contient 52 ± 7 % d’Al.
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Annexe 1 4. Courbes D SC d ’agrégats A l-CuO e n 
fonction de la taille du spacer

Figure 141 : Courbes DSC de nanobiocomposites Al-CuO en fonction de la taille du spacer des ADN 
complémentaires et optimisés.. Les nanobiocomposites ont été assemblés dans une solution de 35 m M en 
NaCl.

On n’observe pas d’impact de la longueur du spacer sur les enthalpies de réaction des 
nanobiocomposites Al-CuO. On peut remarquer cependant la bonne reproductibilité des 
résultats obtenus en terme d’enthalpie de réaction, avec en moyenne 1,29 ± 0,05 kJ.g-1.
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Annexe 15. Im ages SE M de  na nobiocomposites 
assemblés en régime DLCA

Figure 142 : Images SE M de s nano biocomposites A l-CuO obt enus av ec de s br ins d’ ADN 
complémentaires et optimisés pour une concentration en NaCl 250 mM.

On observe sur les images SEM de la Figure 142 la structure particulière des agrégats 
obtenus e n r égime D LCA. S ur l es images (a) et ( c), on pe ut distinguer ne ttement la  
structure dendritique des agrégats obtenus, et la présence de nombreux vides au sein de 
l’agrégat. Sur l’image (b), on observe de façon nette les particules prises dans les cristaux 
NaCl.
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